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(57) Abstract 

The invention concerns transfecting peptide vector, a composition containing said vector and their applications for treating and 
prevencing diseases in human beings and animals. Said vector for transfecting a chemical substance selected in the group consisting 
of nucleic acid sequences, proteins, peptides and pharmacologically active substances, contains besides said chemical substance, ac least 
a transfecting peptide derived entirely or partially from an adenovirus fibre and comprising at least a zone consisting of at least 50 % 
hydrophobic amino acids selected in the group consisting of alanine, valine, phenylamine, isoleucine, leucine, proline and methionine. 



(57) Abrege 

Vccteur peptidique de transfection. composition contcnant ledit vccteur et Icurs applications dans 1c traiternen'tet la prevention des 
maladies humaines et animales. Ledit vectcur peptidique de transfection d'une substance chimique seMectionnee dans le groupe constitue 
par des sequences d'acides nucleiques. des proteines. des peptides et des substances chirniques pharmacologiquement actives, contient outre 
ladite substance chimique, au moins un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'adenovirus et comportant au 
moins une zone constituee d'au rr.oins 50 % d'aminoacides hydrophobes selectionnes dans le groupe constitue* par I 'alanine, la valine, la 
phenylalanine, I'isoleucine, la leucine, la proline et la methionine. 
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VECTEUR PEPTIDIQUE DE TRANSFECTION, COMPOSITION LE 
CONTENANT ET LEURS APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un vecteur peptidique de 
transfection, a une composition contenant ledit vecteur ainsi qua leurs appli- 
cations dans le traitement (medicaments) et la prevention (vaccins) des mala- 
dies humaines et animales. Ledit vecteur est notamment apte a dispenser a 
des cellules cibles convenables, des sequences nucleiques, des proteines, des 
peptides et des substances chimiques d'interet. 

Dans le domaine de la therapie genique, de nombreuses 
compositions, utiles pour transferer efficacement les cellules eucaryotes avec 
un materiel genetique selectionne ont ete decrites. 

II existe essentiellement deux grands types de vecteurs de 

transfection : 

- les vecteurs de transfection naturels, tels que les virus ou les 
virus modifies, qui sont efficaces mais qui presented des limites d'utilisation : 
non-specificite tissulaire, necessite d'obtenir des constructions pour chaque 
gene d'interet et risques potentiels pour l'environnement, qui conduisent a la 
mise en place d' infrastructures cliniques couteuses et contraignantes pour le 

malade et le personnel ; 

- des agents non-viraux (vecteurs synthetiques), capabies de 
promouvoir le transfert et l'expression de substances chimiques telles que 
1'ADN, dans les cellules eucaryotes. Cette derniere strategie represente une 

alternative aux vecteurs viraux. 

Ces vecteurs synthetiques doivent avoir essentiellement deux 
fonctions : condenser 1'ADN a transfecter et promouvoir sa fixation cellulaire 
ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et eventuellement les 
membranes nucleaires ; de tels vecteurs doivent done mimer le fonctionne- 
ment des virus, pour etre efficaces ; toutefois, il apparait que les differents 
vecteurs proposes dans l'art anterieur ne presented pas ces deux fonctions, de 
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maniere optimale et peuvent, en outre, selon les cas, erre toxiques pour les 
cellules. 

Parmi ces agents non-viraux, on peut tout d'abord citer les 
polymeres cationiques et les lipides cationiques. Les premiers sont generale- 
5 ment constitues de polylysine, alors qu'il existe une grande variete de lipides 
cationiques (liposomes ou pseudo-liposomes), chacun dormant des efficacites 
de transfection variable suivant les types cellulaires (DOTMA, etc.). 

La partie lipidique qui interagit avec et/ou destabilise les 
membranes permet la fusion et 1' entree du complexe ADN/ liposome. 
l0 Cependant, la transfection d' ADN par les liposomes, bien que 

moins immunogenique que celle realisee a 1'aide des polymeres cationiques, 
est en fait un procede relativement inefficace. 

Le mecanisme majeur de 1' entree des complexes 
ADN/ liposomes, est, semble-t-il, l'endocytose ; en consequence, I' ADN trans- 
15 fecte est piege dans les vesicules intracellulaires et detruit par les enzymes 
lysosomales. 

Meme si une partie de l'ADN transfecte est libere dans le 
cytoplasme par un effet d' action de masse, seulement une petite fraction de 
cet ADN se retrouve effectivement dans le noyau. 
20 Des agents capables d'augmenter la liberation de l'ADN des 

vesicules endosomiques et son passage dans le noyau peuvent augmenter le 
taux de transfert genique. 

Parmi ces agents, on distingue : 

- ceux qui ciblent le complexe vers un autre point d' entree : le 
25 ciblage est obtenu par exemple en couplant des ligands aux polymeres de 

polylysine ; le ciblage peut aussi se faire apres 1'internalisation, en dirigeant 
les complexes vers le noyau (Demande Internationale PCT WO 95/31557) et 

- ceux qui evitent la degradation endosomale : pour echapper 
a la degradation endosomale, il a ete propose d'incorporer un agent endoso- 

30 molytique dans le complexe, tel que des particules adenovirales (Demande 
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Internationale PCT WO 93/07283) ou plus recemment des peptides synthe- 
tiques a activite endosomolytique, qui augmentent la liberation de I'ADN 

dans le cytoplasme. 

Compte tenu de ce qui precede, differents types de complexes 
5 ont ete proposes ; on peut citer, des complexes associant des liposomes et des 
peptides, tels que ceux decrits dans : 

- la Demande Internationale WO 96/25508, qui decrit des 
compositions comprenant (i) l'acide nucleique a transferer, (ii) un agent de 
transfection, tel qu'un polymere cationique et/ou un lipofectant, (iii) un 
10 compose peptidique intervenant au niveau de la condensation de l'acide 
nucleique, constitue en tout ou partie de motifs peptidiques possedant une 
majorite d'acides amines a caractere basique comme la lysine, l'histidine, 
l'arginine (histones, nucleoline, protamine ou leurs derives) et eventuellement 
(iv) un element de ciblage permettant d'orienter le transfert de l'acide 
15 nucleique, tel qu'un ligand de type intracellulaire comme une sequence signal 
de localisation nucleaire (NLS) qui privilegie 1' accumulation de l'ADN trans- 
fecte au sein du noyau et qui peut etre associe au compose peptidique pour 
former un peptide chimere comprenant un fragment de proteine (histoneou 
protamine ou nucleoline) et une sequence NLS. Toutefois, ce systeme necessite 
20 la presence d'un polymere cationique et/ou dun lipofectant, qui ont 
1' inconvenient d'etres toxiques et/ ou couteux. 

- la Demande Internationale WO 97/30170 qui decrit egale- 
ment des compositions pour la transfection des cellules eucaryotes, qui 
comprennent l'acide nucleique a transferer, au moins un lipide cationique a 
25 une concentration suboptimale et au moins un peptide acide (actif sur la 
membrane), qui destabilise la membrane endosomique et augmente ainsi 
l'efficacite de la transfection. Le rapport charge positives/ charges negatives 
est compris entre 0 et 3. Les peptides selectionnes sont issus du virus de 
Yinfluenza, pour induire une rupture effective des endosomes. La presence des 
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lipides est necessaire, dans cette composition, du fait que le peptide. _ selec- 
tion^ ne permet pas le passage de la premiere membrane cellulaire. 

De tels complexes ne permettent done pas d'eviter les incon- 

venients lies a I'utilisation de liposomes. 
5 Cest sans doute la raison pour laquelle des complexes ne 

mettant en oeuvre que des peptides ont ete proposes : 

- la Demande de Brevet europeen 0 544 292, qui decrit un 
complexe de transfection d' acide nucleique qui comprend une proteine de 
fusion constitute d'un facteur cellulaire (facteur de croissance, antigene viral, 

,0 toxine, integrine ou lipoprotein) et d'un peptide polycationique basique 
comprenant des residus arginine et/ou lysine. 

- la Demande Internationale WO 94/23751, qui decrit un 
peptide de transfert qui comprend trois parties : (1) un ligand LI (peptide de 2 
a 100 aminoacides, apte a se lier a un site de liaison a la surface des ceUules 

,5 eucaryotes (recepteur membranaire) (exemple : peptide RGD, domaine de 
liaison des facteurs de croissance, des hormones, des antigenes viraux ou des 
lipoproteins ; (2) un ligand L2 similaire a LI (peptide de 2 a 20 aminoacides), 
qui se lie a la membrane nucleaire externe des cellules eucaryotes, telle qu'une 
sequence NLS et (3) un ligand L3 correspondant a un peptide basique (3 a 100 

20 aminoacides) (fragment d'histone HI ou H2B, par exemple). Les peptides de 
transfert deceits dans cette Demande ont done une structure generate ligand 
d'un recepteur membranaire-ligand de la membrane nucleaire externe- 
peptide basique. Une telle structure a ete proposee afm d'ameliorer la specifi- 
ed du complexe vis-a-vis de cellules cibles, mais presente une toxicite du 

25 meme ordre que celle des liposomes ; en outre, il faut adapter la construction 
en fonction des cellules cibles (presence de recepteurs specifiques sur les 

cellules cibles) et 

- la Demande Internationale WO 95/31557 qui decrit un 

vecteur de transfection comprenant un peptide synthetique et 1' acide 

30 nucleique a transferer. Le peptide synthetique comprend une chaine polyme- 
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rique d'aminoacides basiques, de preference en position C-terminale (10-50 
aminoacides, tels que lysine, arginine et ornithine), un peptide NLS (6-15 
aminoacides, tels que la sequence NLS.de l'antigene T de CV40, la sequence 
NLS de l'antigene T de polyome, la sequence NLS d'adenovirus Ela ou la 
sequence NLS d'adenovirus Elb, de preference en position N-terminale et une 
region charniere d'aminoacides neutres (6-50 aminoacides selectionnes parmi 
la glycine, l'alanine, la leucine et l'isoleucine), entre la chaine polymerique et 
le peptide NLS. La sequence NLS preferee est la sequence de l'antigene T du 
virus SV40 (petite sequence d'aminoacides basiques : PKKKRKV), qui est effi- 
cace dans les cellules de mammifere ou une sequence hydrophobe courte qui 
contient un ou plusieurs aminoacides basiques (KIPIK). La sequence char- 
niere, comprend 6-26 aminoacides neutres selectionnes uniquement parmi Gly 
(G), Ala (A), Leu (L) et He (I). Le rapport (en poids) peptide:ADN est compris 
entre 1:1 et 1:10. Le peptide decrit dans ce document passe difficilement la 
membrane cellulaire et c'est la raison pour laquelle, il est preconise, dans cette 
Demande Internationale de traiter les cellules avant la transfection : les- 
cellules sont traitees avec une solution hypertonic^, puis avec une solution 
hypotonique en presence du complexe acide nucleique-peptide. La solution 
hypertonic^ peut contenir du PEG (0,3 M-0,6 M) et du saccharose (10-25 %). 

Ces differents complexes possedent la propriete de condenser 
1' ADN et de promouvoir son association avec la membrane cellulaire ; toute- 
fois ils sont loin d'etre aussi performants que les vecteurs viraux, notamment 
en raison d'une condensation insuffisante de l'ADN a transfecter et/ou des 
difficulty rencontrees par l'ADN transfecte pour sortir de l'endosome sans 
etre degrade et pour penetrer dans le noyau cellulaire. 

Cherchant a mertre au point de nouveaux vecteurs ne presen- 
tant pas les inconvenients des vecteurs viraux, les Inventeurs ont mis au point 
le vecteur decrit dans la Demande Internationale WO 97/18317, qui decrit des 
compositions comprenant un complexe proteique adenoviral constitue : 
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A. d'un complexe proteique adenoviral, a savoir : 

- soit de 12 pentons, comprenant chacun au moins une fibre et 
une base de penton, a 1' exclusion de tout autre element constitutif du genome 
d'un adenovirus, lesquelles fibre(s) et base du penton sont derivees soit du 
meme adenovirus, soit d'adenovirus differents, lesdits pentons etant lies par 
les bases de penton et formant une structure en dodecaedre, stable aux 
enzymes proteolytiques, lequel complexe presente un poids moleculaire 
compris entre 4,8.10 6 et 6,6.10 6 ; 

- soit de 12 bases de pentons, a 1' exclusion de tout autre ele- 
ment constitutif du genome d'un adenovirus, lesquelles bases de penton sont 
derivees soit du meme adenovirus, soit d'adenovirus differents, et forment 
une structure en dodecaedre, stable aux enzymes proteolytiques et en ce qu'il 
presente un poids moleculaire compris entre 3,2.10 6 et 4.10 6 . 

B. d'une sequence d'acide nucleique a transfecter et 

15 c. d'un ligand entre le complexe proteique adenoviral et 

l'acide nucleique, tel que les peptides dont la partie N-terminale comprend la 
sequence en aminoacides N-terminales d'une fibre d'adenovirus de n'importe 
quel serotype (zone d'attachement au complexe proteique adenoviral) et dont 
la partie C-terminale comprend une polylysine ou une polyarginine. 

Les vecteurs de transfection decrits dans cette Demande 
permettent l'internalisation de la sequence nucleique a transfecter et aug- 
mented la permeabilite des endosomes ; il s'agit toutefois d'une structure 
relativement complexe qui mime le comportement des adenovirus ; en effet, 
les particules d'adenovirus sont relativement complexes et comprennent 
25 plusieurs sous-structures; en particulier la partie externe ou capside est 
formee majoritairement de trois proteines : l'hexon, la base du penton et s la 
fibre ; la fibre permet l'attachement du virion a un recepteur cellulaire, alors 
que la base du penton permet l'internalisation du virion. 

Poursuivant leurs recherches, les Inventeurs ont trouve que 
30 de maniere inattendue, un peptide derive de la proteine de fibre d'adenovirus 
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7 

est capable de transferer, de maniere efficace, des sequences., d'acides 
nucleiques ou des proteines, en l'absence de liposomes et de traitement des 
cellules. 

La presente invention a pour objet un vecteur peptidique de 
transfection d'une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue 
par des sequences d'acides nucleiques, des proteines, des peptides et des 
substances chimiques pharmacologiquement actives, caracterise en ce qu'il 
contient outre ladite substance chimique, au moins un peptide de transfection 
derivant en tout ou en partie d'une fibre d' adenovirus et comportant au moins 
une zone constitute d'au moins 50 % d'aminoacides hydrophobes selectionnes 
dans le groupe constitue par 1' alanine, la valine, la phenylalanine, l'isoleucine, 
la leucine, la proline et la methionine. 

Conformement a i'invention, ledit peptide derive d'une fibre 
d'un adenovirus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, 
Ad7, Ad8, Ad9, Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FAV1 (CELO) et 
FAV7 ou d'un fragment de la proteine Vp3 du virus SV40. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit vecteur de 
transfection, ledit peptide de transfection comprend au moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys- 
Arg-Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ 
ID NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 
(Xo-KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo- 
Pro-Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou 
represente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la 
proteine Vp3 du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID 
NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe consti- 
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rue par au moins Tune des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
Tyr-X 2 (X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 
l'une des sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu- 
Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NCvll), 
Pro-Ser-Glu-Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) 
(SEQ ID NO:13), Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 
(TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO:14) ou X3-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID 
NO:15) dans laquelle X 3 represente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) 
et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment l'une 
des sequences suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr- 
Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp- Ala- Asp- Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), 
Asp-Pro-Phe-Asp (DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID 
NO:20), Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) 
(SEQ ID NO:22) ou Asp-Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23) et 

- une sequence polymerique d' aminoacides basiques ou une 
sequence polymerique cationique ou un polyalcool. 

On entend par : 

- aminoacides hydrophobes, les aminoacides suivants : Ala, 

Val, Leu, He, Pro, Phe et Met ; 

- aminoacides charges acides, les aminoacides suivants : Asp 

et Glu ; 

- aminoacides charges basiques, les aminoacides suivants : 
0 Lys, Arg et ornithine ; et 
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- aminoacides polaires neutres, les aminoacides suivants : Gly, 

Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gin, His et Trp. 

De maniere avantageuse, ledit peptide de transection est 
branche et comprend au moins deux fragments derivant d'une fibre 
5 d'adenovirus ; lesdits fragments comportent chacun un segment d'une 
sequence NLS et une sequence hydrophobe, tels que definis ci-dessus et sont 
relies entre eux par une sequence polymerique telle qu'une sequence 
polymerique d'aminoacides basiques. 

Lorsque la substance chimique est une sequence d'acide 
l0 nucleique, elle est selectionnee parmi les genes qui cedent pour un poly- 
peptide presentant une activite therapeutique, les sequences anti-sens et les 
ribozymes. 

Dans le cas d'une sequence codante, elle comprend en outre 
un promoteur actif pour I' expression du polypeptide. 
, 5 Ledit promoteur est notamment selectionne dans le groupe 

constitue par des promoteurs constitutifs et des promoteurs inductibles. 

De maniere surprenante, un tel vecteur peptidique de trans- 
fection ne comprenant pas de lipides (sous forme de liposomes, par exempie), 
ni de base du penton est apte a transferer, de maniere efficace, notamment 
20 des sequences d'acide nucleique de n'importe quelle taille, jusqu'au noyau et 

ce sans empoisonner la cellule transferee. 

Dans tous les cas, la sequence d'acide nucleique exogene, la 

proteine d'interet ou toute autre substance chimique, associee au dit vecteur 
de transfection penetre dans la cellule (internalisation). 
2 . De maniere surprenante, l'interaction peptide de transfection- 

recepteur cellulaire accroit, de maniere significative, a la fois 1' internalisation 
du vecteur de transfection et la permeabilite des endosomes, ce qui augmente, 
de maniere significative, le passage de l'acide nucleique exogene, de la 
proteine d'interet ou de toute autre substance chimique des endosomes vers le 
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cytoplasme et vers le noyau, en comparison avec I'utilisation d'un vecteur 
incluant des lipides (sous la forme de liposomes, par exempte). 

De tels vecteurs peptidiques de transfection se revelent, de 
maniere surprenante, plus efficaces et moins toxiques que des compositions 
contenant des liposomes (lipides cationiques ou lipofectants). 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
de transfection, ledit peptide de transfection comprend au moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d' adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys- 
Arg-Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ 
ID NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 
(Xo-KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo- 
Pro-Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou 
represente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la 
proteine Vp3 du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID 
NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d' adenovirus et selectionnee dans le groupe consti- 

20 rue par au moins l'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
Tyr-X 2 (X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 

25 aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 
l'une des sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu- 
Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), 
Pro-Ser-Glu-Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) 
(SEQ ID NO:13), Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 

30 (TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO:14) ou X3-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID 
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NO:15) dans laquelle X3 represente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) cm lie (I) 
et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 

5 aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment l'une 
des sequences suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr- 
Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), 
Asp-Pro-Phe-Asp (DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID 
NO:20), Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) 

3 (SEQ ID NO:22) ou Asp-Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23), Iequel peptide 
de transfection est associe a une sequence polymerique d' aminoacides 
basiques, un polymere cationique ou a un polyalcool. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
peptidique de transfection, la sequence polymerique d' aminoacides basiques 

5 comprend entre 10 et 50 residus d' aminoacides, selectionnes dans le groupe 
constitue par la lysine, I'arginine et l'ornithine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
peptidique de transfection, la sequence polymerique cationique est selection- 
nee dans le groupe constitue par les polyamines et les polymeres 

0 d' ammonium quaternaire ; une poly amine preferee est la polyethyleneimine 
(PEI). 

Conformement a l'invention, ledit polyalcool est de prefe- 
rence en C3-C20, et notamment du glycerol ou des dextrans. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
5 peptidique de transfection, la sequence NLS est a l'extremite N-terminale du 
peptide de transfection et la sequence polymerique d' aminoacides basiques 
est a rextremite C-terminale dudit peptide de transfection. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
peptidique de transfection, lorsque la substance chimique est un acide 
30 nucleique, le rapport peptide de transfection/ acide nucleique est compris 
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entre 0,3:1 et 15:1, de maniere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 
et6:l. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
peptidique de transfection, il est associe a un ligand de ciblage. 

5 L' invention a egalement pour objet une composition, caracte- 

risee en ce quelle est essentiellement constitute par un vecteur de transfert tel 
que defini ci-dessus et un vehicule convenable selectionne dans le groupe 
constitue par les sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et leurs 
derives, les antiseptiques et les polyols. 

10 Les compositions selon 1' invention ont de nombreuses appli- 

cations comme medicaments, en medecine humaine et veterinaire : 

- en therapie genique humaine et animale, notamment dans 

les maladies hereditaires, 

- comme agents antiviraux (sequences anti-sens ou ribo- 

1 5 zymes), 

- comme agents immunogenes ou vaccinaux, 

- comme agents antibacteriens, anticancereux etc... 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 
transfection in vitro de cellules eucaryotes avec une substance chimique selec- 

20 tionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
actives, caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact et r incubation 
d'un vecteur peptidique de transfection conforme a l'invention, dans un 
tampon de dilution comprenant du NaCl 100-150 mM avec des cellules euca- 

25 ryotes pendant 15 a 120 minutes a temperature ambiante, le rapport substance 
chimique a transfecter : peptide de transfection etant compris entre 0,3:1 et 
15:1, de maniere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend 
encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, 
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qui se refere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente 
invention ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre le transfert du gene de la luciferase avec le 
peptide I, en fonction du temps (figure 1A) ou en fonction de la concentration 

en NaCl (figure IB). 

- la figure 2 illustre la cinetique de 1' expression du gene de 
luciferase ; cette figure comporte en abscisse les rapports peptide de transfec- 
tion/ ADN ou DOTAP/ADN et en ordonnees, le pourcentage de transfection 

ajl (M),J2 (0),J3 (®)et]6 (□) ; 

- la figure 3 represente les migrations obtenues sur un gel de 
retardement, en fonction de la quantite de peptide de transfection ; 

- la figure 4 illustre les transfections obtenues avec les lipo- 
somes DOSPER et DOTAP ; cette figure comporte en abscisse les rapports 
liposomes / ADN et en ordonnees les RLU (Related Light Unit) /lOsec/ 10* 

1 5 cellules ; 

- la figure 5 illustre la cinetique d' entree dans ies cellules d'un 
peptide (peptide I), observee en microscopie confocale ; la colonne A montre 
le peptide fluorescent et la colonne B montre les acides nucleiques cellulaires 

colores au iodure de propidium ; 

- la figure 6 illustre l'inhibition de la transfection par le 
peptide I, apres une preincubation avec un exces de peptide I. Les cellules 
HeLa dans des plaques comportant 24 puits sont preincubees avec le peptide I 
pendant une heure a 4°C a des concentrations de 10 a 50 ug/ml, respective- 
ment ; 

?5 . la figure 7 represente quelques sequences de fibres 

d' adenovirus. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont 
donnes uniquement a titre d' illustration de i'objet de Tinvention, dont ils ne 
constituent en aucune maniere une limitation. 
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EXEMPLE 1 : Materiel et methodes. 

- Cpllules. plasmide et peptides : 

Les cellules HeLa sont cultivees a 37°C dans un milieu EMEM 
supplement en serum de veau foetal a 10 % sous une atmosphere contenant 
5 % de CO2. 

Un vecteur reporter de la luciferase (plasmide pGL3, 
Promega), est utilise pour demontrer la transfection. 

Le peptide IC comprend la sequence n° 2, la sequence n° 10, la 
sequence n° 7, la sequence n° 16, de l'extremite N-terminaie a l'extremite C- 
terminale et 10 lysines ; ce peptide correspond aux 20 residus N-terminaux de 
la fibre d'Ad3. Le peptide I contient ces memes 20 aminoacides N-terminaux 
de la fibre d'Ad3 et 20 lysines ; les peptides ont ete obtenus par synthese en 
phase solide, suivie d'une purification par HPLC. 

Ce peptide I est marque a la fluoresceine ; des peptides 
comprenant 10 lysines au lieu de 20, ont ete egalement prepares. L'integrite de 
l'ensemble des peptides est verifiee par spectroscopie de masse. 

- Gel de retardement : 

500 ng d'ADN plasmidique (pGL3) sont preincubes avec 
differentes quantites de peptides pendant 5 min a temperature ambiante, puis 
soumis a une electrophorese sur gel d' agarose a 1 % prepare dans un tampon 
TBE. . 

Apres electrophorese a 50 V dans le tampon TBE pendant 30 
min, l'ADN sur le gel etant colore au bromure d'ethidium et visualise en 

lumiere uitraviolette. 

- Transfections : 

1,5 a 12 ug de peptide I dans 50 ul de tampon de dilution (Tris 
20 mM, pH 7,4, NaCl 150 rruVl) sont incubes avec 1,5 ug de plasmide pGL3 
dans 250 ul de milieu EMEM pendant 15 a 30 min a temperature ambiante. 

Le melange de DOTAP ou de DOSPER avec 1,5 ug de 
. plasmide pGL3 est prepare selon les instructions du fabricant (Boehringer). 
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Pour les etudes de l'effet du peptide sur la transfection en presence des lipo- 
somes, des portions de peptides sont melangees avec le DOTAP ou le 
DOSPER dans le tampon de dilution defini plus haut pendant 15 a 30 min a 
temperature ambiante, puis 1,5 ug de plasmide pGL3 est ajoute et incube 15 

5 min a temperature ambiante. 

Les transfections sont realisees dans des plaques comportant 
,4 puits (Beckton Dickinson) avec 1,5 x 10» cellules/ puits (confluence 
d'envxron 50 %) pendant 1 h a 37°C Apres 24 h, 1'emission lumineuse est 
mesuree dans les lysats cellulaires avec le test Promega Luciferase Assay 

io System. 

- Test hemolvtique : 

Des erythrocytes humains sont laves 3 fois avec du tampon 
PBS 10* ervthrocytes sont incubes avec 6 ug de peptide I pendant different* 
periodes de temps a 37°C. Apres centrifugation a 10 000 g pendant 5 min, la 
1 5 densite optique du surnageant est mesuree a 540 ran. 

. Tnternalis? *nn du peptide : 

Des cellules HeLa, cultivees sur lamelles (10* cellules/ lamelle) 
sont trails avec de la serum atbumine bovine a 3 % dans du EMEM pendant 
15 min a 37°C. 

2Q Les cellules sont lavees deux fois avec du tampon .PBS,-»cu- 

bees ,vec 40 ug/ml de peptide I marque a la Euoresceine pendant differentes 
durees a 37°C, fixees avec du paraformaldehyde a 2 % dans du PBS pendant 
20 min a 37°C, lavees avec du PBS et colorees avec 1 ug/ml d'iodure de 
propidium dans du PBS pendant 5 min a temperature ambiante. 

, 5 Les lamelles sont montees sur une lame de microscope avec 

du 1,4-diazabicvclooctane (Sigma) et observees sur un microscope confocal 
MRC600 (BioRad). 
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* Resultats : 

- Transfectinn cellulaire ^vpr le peptide I : 
Toutes les experiences ont ete realisees avec des cellules HeLa 
transferees par le plasmide P GL3 (Stratagene) portant le gene de la luciferase. 
5 Pour des rapports peptide I/ADN egaux a 2, le temps optimal d'interaction 
entre les complexes transfectants et les cellules est compris entre 60 et 120 min 
(figure 1A). 

Ueffet des concentrations de NaCl a ete teste pendant 1 h de 
transfection sur 1'expression genique mesuree 24 h apres la transfection 
10 (figure IB). 

II existe un optimum de transfection pour des rapports 
peptide I/ADN compris entre 4 et 6 et pour une concentration en NaCl de 
125 mM. Les concentrations inferieures a 100 nvM et superieures a 150 mM 

semblent inhibitrices. 
l5 L'expression du transgene peut etre observee jusqu'a 6 jours 

apres la transfection (figure 2). Cependant, 1'addition de serum a 2 % abolit 
complement la transfection avec le peptide I. 

Le comportement des complexes ADN/ peptide est analyse 
sur des gels a retardement. Theoriquement, 526 molecules de peptide sont 
20 necessaires pour neutralise les charges de phosphate portees par le plasmide 
(5256.pb), ce qui signifie que 322 ng de peptide I sont necessaires pour la 
neutralisation complete de 500 ng de plasmide. 

La figure 3 montre que l'incubation avec 250 ng de peptide 
entraine un retardement de la migration de 1' ADN et 1'addition de 500 ng de 
25 peptide stoppe complement sa migration, ce qui est en accord avec les 
considerations theoriques exposees ci-dessus. 

L'efficacite de transfection la plus importante est observee 
lorsque l'on a un exces de 1'ordre de 4, de charges neutralisantes peptidiques 
par rapport a 1' ADN (figure IB), ce qui confirme que le transfert du gene 
30 n'intervient qu'en presence d'un exces de charges positives. 
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. Parametres intervenant sur 1'efficacite de l a transfection par 

le peptide selon rinvention : 

Les peptides selon 1' invention comprennent essentiellement 3 
domaines, le signal de localisation nucleaire, le domaine hydrophobe et le 

5 polymere basique. 

Pour etudier l'effet de la structure du peptide sur la transfec- 
tion d'ADN, une serie de peptides dans lesquels les differences parties du 
peptide I ont ete eliminees, dont les sequences sont illustrees au Tableau I ci- 



apres : 


TABLEAU I 


Peptide 


Sequences* 


I 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:l6-K 2 o 


IC 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-Kio 


IE 


AKRARLSTSEDES-K10 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:l6-Kio • 


ID 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:16-K 2 o 


IA 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16 


LII 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K X 

akrarlstsfnpvypyedes-k/ 

(pour chaque branche : SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ 
ID NO:7 + SEP ID NO:16) - 



* dans lesquelles Xo - A. 

Les resultats obtenus avec ces differents peptides sont illustres 



au Tableau II ci-apres. 
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TABLEAU II 



Peptide (ng) 


ADN (ng) 


RLU/10 s/10 5 cellules x 10 3 


Peptide I 






3 


1,5 


450 


6 


1,5 


4 y/u 


9 


1,5 


1 450 


12 


1,5 


1 170 


Peptide IC 






3,6 


1,5 


1 


9 


1,5 


0 Q7n 

1 o/U 


12 


1,5 


1 330 


Peptide IE 






3 


1,5 


1 


6 


1,5 


1 n 


9 


1,5 


110 


12 


1,5 


330 


Peptide ID 






3-12 


1,5 


1 


Peptide IA 






3-12 


1,5 


1 


Peptide Kio 






3-12 


1,5 


1 


Peptide K20 




1-10 


3-12 


1,5 



Les resultats presentes dans le Tableau II montrent que 
l'efficacite de transfection depend de la presence de la sequence signal de 
5 localisation nucleaire de la proteine de fibre d'adenovirus. 

II n y a aucune transfection lorsque Ton retire le domaine NLS 
(peptide ID), la polyiysine (peptide 1A) ou a la fois le domaine NLS" et la zone 
hydrophobe (peptide Kio et peptide K20). U elimination du domaine hydro- 
phobe entre la partie NLS et la partie polyiysine induit un effet significatif : ce 
10 peptide (peptide IE) est environ 30 fois moins efficace que le peptide IC. 
Meme si le peptide ID est encore capable d'attacher et de condenser 1' ADN et 
d'entrer dans la cellule, il semble cependant incapable de transporter cet ADN 
dans le noyau. 
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II ressort egalement de ces resultats que lorsque Ton diminue 
le nombre de lysines present dans le polymere polylysine (peptide IC), on 
observe un modeste effet negatif sur L'efficacite de transfection qui peut etre 
contrebalance en augmentant la quantite de peptide necessaire pour un 

transfer t efficace. 

Le Tableau III ci-apres illustre d'autres resultats obtenus avec 
le peptide I ou le peptide IA, en presence de glycerol ou de PEI et le peptide 
LII. 

TABLEAU III 



Peptide (ou PEI) (ug) 


ADN ((ug) 


RLU/10 s/10 5 cellules x 10 3 


Peptide I 
6 

6 (+ 10% glycerol) 
6 (+ 0,1 % DMSO) 


1,5 
1,5 
1,5 


12 600 
34 900 
11 320 


Peptide LII 
1,5 
3 
6 


1,5 
1,5 
1,5 


0 

5 200 
2 400 


PEI 
3 
4 


1,5 
1,5 


66 400 
51200 


Peptide IA + PEI 
1,2 ug 
1,6 ug 


1,5 
1,5 


104 000 
84 800 
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Le vecteur peptidique comprenant le peptide I et la PEI 
(complexe covalent) est plus efficace que la PEI (polyethylene imine) seule. 

L'efficacite de transfection est significativement superieure 
pour ce qui concerne le complexe covalent. 

On peut dire qui ug de peptide I/PEI donne 54 000-67 000 
RLU, tandis qu'l ug de PEI donne 13 000-22 000 RLU. 

. F.ffet du peptide sur la transfection en p resence de lipo- 
somes : 

Deux liposomes ont ete utilises, le liposome DOTAP et le lipo- 
some DOSPER, tous deux commercialises par Boehringer. 
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lis sont constitues de lipides cationiques avec des liaisons 
esters internes capables d'etre degradees par les esterases ou les lipases ceilu- 
laires, ce qui devrait conferer a ces liposomes une cytotoxicity inferieure a 
celle observee avec d'autres liposomes. 

Les conditions de transfection des cellules HeLa ont ete opti- 
mises pour les liposomes seuls (figure 4). La transfection avec le liposome 
DOTAP conduit a des efficacites inferieures a celies observees avec le lipo- 
some DOSPER ; cependant, les transfections avec le liposome DOTAP ont 
tendance a presenter un plateau au dessus d'un certain rapport 
ADN/ liposome, tandis que les transfections avec le liposome DOSPER 
presentent un pic. Pour les transfections simultanees peptide/ liposome, 
l'ordre dans lequel ces composes sont ajoutes est important, puisque l'on 
observe une efficacite superieure (augmentation de plusieurs facteurs), 
lorsque le liposome est d'abord melange avec le peptide (et non avec 1'ADN) 
puis lorsque l'ADN plasmidique est ajoute apres 15 min d'incubation a 
temperature ambiante. 

Le Tableau IV ci-apres illustre les resultats obtenus. 
TABLEAU IV 



DOTAP:ADN Pas de peptide I 


Peptide I:ADN 


2 9 320 ± 820 
4 18 590 ± 570 
6 4 140 ± 640 


2 4 
28 900 ± 890 30 440 ± 2 360 
15 050 ± 340 17 750 ± 750 
3 800 ±770 7 300 ± 150 


DOSPER: AD N Pas de peptide I 


Peptide I.ADN 


4 822 ± 78 
5,5 6 880 


1 2 4 
3 160 ± 760 11 102 ±2 370 5140 
18 820 13 760 12 840 


Pas de liposome 


13 550 ±2 930 35 500 ±4 800 



20 



conditions suivantes : 
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des portions du peptide I sont melangees avec 1,5 ug de 
plasmide pGL3 dans 300 p.1 de tampon de dilution pendant 15 min a tempera- 
ture ambiante. 

Le liposome DOTAP est melange avec 1,5 ug de plasmide 
5 pGL3 dans un rapport DOTAP/ ADN de 2 ou de 4 (v/p), dans 300 ul de 
tampon de dilution pendant 15 min a temperature ambiante. 

De maniere surprenante, ces resultats montrent qu'en 
l'absence de liposomes, on observe avec le peptide seul dans des rapports 
peptide/ ADN de 4, des resultats superieurs a ceux observes avec le melange 

10 liposome/ peptide. 

- Localisation intracel lnlaire du peptide : 

La distribution cellulaire du peptide I fluorescent est suivie en 

microscopie confocale (figure 5). 

Les premieres observations, effectuees 2 min apres la transfec- 
,5 tion, montrent une certaine quantite de signal a la peripherie de la cellule. 

5 a 10 min apres l'addition du peptide, on observe un signal 
cytoplasmique fort, indiquant l'entree du peptide dans la cellule. 

A 30 min, le signal est egalement observe dans le noyau et un 
signal tres brillant est observe dans les nucleoles. Ce transfert important vers 
20 les nucleoles est particulierement surprenant. 

Les observations realisees entre 60 et 120 min montrent le 
passage du peptide a nouveau dans le cytoplasme et a la peripherie de la 
cellule jusqu'a la perte totale du signal. 

Les resultats illustres a cette figure 4 ont ete obtenus avec des 
25 concentrations en peptide deux fois plus importantes (40 ug/ml) que celles 
utilisees pour les essais de transection d' ADN. Lorsque l'on utilise les concen- 
trations habituelles pour les transfections, 1' accumulation de peptides est plus 
lente, mais suit les memes etapes que celles precisees ci-dessus. 
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. Mecanisme de rinternalisation du peptide : 
Un test hemolytique realise avec le peptide I sur des erythro- 
cytes donne des resultats negatifs qui montrent que 1' interaction ue la cellule 
avec le peptide I n'est pas iiee a la formation de pores. Dans la mesure ou l'on 
observe aucune expression de luciferase lorsque les transfections sont reali- 
ses a 4°C U semble que le mecanisme de l'internalisation du peptide depend 
de 1'endocytose et implique le cytosquelette. 

Pour determiner s'il existe des sites d'attachement specifique 
du peptide I a la membrane plasmatique, des cellules ont ete preincubees avec 
le peptide I a 4°C pendant 2 h, de maniere a essayer de saturer les eventuels 
sites d'attachement du peptide. 

II en est resulte une inhibition totale de la transfection (figure 
6), qui indique que cette derniere implique une endocytose recepteur depen- 
dante. 

- Taille du complexe transfectant : 

On peut utiiiser la dispersion de la lumiere pour mesurer la 
taille des complexes et leur distribution, s'il y a une formation de population 
mixte. Dans ces conditions, on peut etudier l'effet du temps d'incubation sur 
la formation des complexes transfectants. 
, La taille est rhesuree immediatement apres le melange et 1 h 

apres.. Les complexes realises par melange du liposome DOTAP avec un 
plasmide d'ADN ont un diametre d'environ 115 nm et leur taille ne change 

pas pendant 1' incubation. 

Les complexes ADN/ peptide I sont plus grands et presentent 
5 un diametre d'environ 350-360 nm. De plus, la formation du complexe est un 
processus dynamique puisque l'on observe une augmentation rapide de la 
taille en fonction du temps d'incubation lorsque plus de 90 % des complexes 
atteint un diametre 660-1100 nm apres 1 h. 

La taille et la distribution des complexes avec le peptide I est 
50 similaire quel que soit le rapport peptide/ ADN (de 1 a 8). 
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L'effet de la taille du complexe sur l'efficacite de la transfec- 
tion a ete etudie en utilisant des complexes prepares en faisant varier la 
periode d'incubation a temperature ambiante. Les resultats sont illustres au 
Tableau V ci-apres. 

TABLEAU V 



Peptide:ADN 


Temps de preincubation a 
temperature ambiante (min) 


Experimentation 1 : 
2 

4 
6 


15 60 120 
410 150 827 
2 540 1 900 1 460 
702 3 460 980 


Experimentation 2 : 
4 


0 15 30 60 
400 3 240 4 950 4120 


Experimentation 3 : 
4 


0 15 30 60 120 

1 710 14 550 23 170 32 175 6 800 



10 



15 



De maniere surprenante, avec les complexes selon l'invention, 
meme de tres grands agregats peuvent etre transfectes. 

Pour mesurer la taiUe de la substance transferee, des mesures 
de dispersion de la lumiere ont ete realisees avec un laser ion-argon (Spectra 
Physics 1161) a 488 nm et 150 mW (geometrie de dispersion a 90°). Le spectre 
est accumule pendant 200 s en utilisant un correlates Malvern 7032 (Malvern 
Instruments) puis repete 1 h apres. Tous les spectres sont en mode 
homodyne : les amplitudes de la fonction de correlation d'intensite avec un 
retard nul sont consistantes avec le facteur de coherence special (3 obtenu avec 
une suspension de latex dilue, a savoir p = 0,90. 

Les rayons hydrodynamiques Rh sont calcules en utilisant la 
procedure multimodal Malvern (Pike-Ostrowsky), pour caracteriser les 
20 principaux taux de degradation de la fonction de correlation de champs avec 
la relation de Stokes-Einstein Rh = k B TQV(6^n), dans laquelle Tl est le taux 
de degradation principals T est la temperature absolue du bain thermique 
(298 K), Q le vecteur d'onde de transfert et r] la viscosite du solvant. 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, I' invention ne se 
limite nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et 
d'application qui viennent d'etre deceits de faqon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du 
technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presence 
invention. 
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REVINDICATIONS 
1°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance 
chimique selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides 
nucleiques, des proteines, des peptides et des substances chimiques pharma- 

5 cologiquement actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance 
chimique, au moins un peptide de transfection derivant en tout ou en partie 
d'une fibre d'adeno virus et comportant au moins une zone constitute d'au 
moins 50 % d'aminoacides hydrophobes selectionnes dans le groupe constitue 
par l'alanine, la valine, la phenylalanine, l'isoleucine, la leucine, la proline et la 

io methionine. 

2°) Vecteur de transfection selon la revendication 1, caracterise 
en ce que ledit peptide de transfection derive en tout ou en partie d'une fibre 
d'un adenovirus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, 
Ad7, Ad8, Ad9, Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FAV1 (CELO) et 
15 FAV7. 

3°) Vecteur de transfection selon la revendication 1, caracterise 
en ce que ledit peptide derive en partie de la proteine Vp3 du virus SV40. 

4°) Vecteur de transfection selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3, caracterise en ce que ledit peptide de transfection comprend au 
20 moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d'adenovims comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys- 
Arg-Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ 

25 ID NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 
(XoKRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo- 
Pro-Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou 
represente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la 
proteine Vp3 du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID 

30 NO:24), 
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- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides. derivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe consti- 
tue par au moins l'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
Tyr-X 2 (XiFNPVYPYX 2 ) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 

5 (X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 
l'une des sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu- 

10 Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), 
Pro-Ser-Glu-Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) 
(SEQ ID NO:13), Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 
(TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO:14) ou Xa-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID 
NO:15) dans laquelle X3 represente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) 

15 et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment l'une 
des sequences suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr- 
Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), 
Asp-Pro-Phe-Asp (DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID 
NO:20), Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) 
(SEQ ID NO:22) ou Asp-Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23) et 

- une sequence polymerique d'aminoacides basiques ou une 
25 sequence polymerique cationique ou un polyalcool. 

5°) Vecteur de rransfection selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comprend au moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 

30 selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys- 



20 
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Arg-Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Aia-Arg (XoKRAR) (SEQ 
ID NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 
(Xo-KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg.Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo- 
Pro-Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou 
5 represente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la 
proteine Vp3 du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID 
NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe consti- 

10 rue par au moins l'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
Tyr-X 2 (XiFNPVYPYX 2 ) (SEQ ID NO:7), X^Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-Xi 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 

1 5 aminoacides hydrophobes et/ ou polaires et/ ou charges acides, et notamment 
l'une des sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu- 
Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), 
Pro-Ser-Glu-Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) 
(SEQ ID NO:13), Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 

20 (TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO:14) ou Xs-Glu-Asp-Asp (XjEDD) (SEQ ID 
NO:15) dans laquelle X3 represente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) 
et 

X 2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 

25 aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment l'une 
des sequences suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr- 
Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), 
Asp-Pro-Phe-Asp (DPFD) (SEQ ID NO!9), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID 
NO:20), Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) 

30 (SEQ ID NO:22) ou Asp-Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23), lequel peptide 
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de transfection est associe a une sequence polymerique d'aminoacides 
basiques, a un polymere cationique ou a un polyalcool. 

6°) Vecteur de transfection selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 5, caracterise en ce que la sequence polymerique d'aminoacides 
5 basiques comprend entre 10 et 50 residus d'aminoacides, selectionnes dans le 
groupe constitue par la lysine, l'arginine et l'ornithine. 

7°) Vecteur de transfection selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 6, caracterise en ce que la sequence polymerique cationique est 
selectionnee dans le groupe constitue par les amines polymeriques. 
l0 8°) Vecteur de transfection selon l'une quelconque des reven- 

dications 4 a 7, caracterise en ce que la sequence NLS est a l'extremite N- 
terminale du peptide de transfection et la sequence polymerique 
d'aminoacides basiques est a l'extremite C-terminale dudit peptide de trans- 
fection. 

15 9«) Vecteur de transfection selon l'une quelconque des reven- 

dications 1 a 8, caracterise en ce que lorsque la substance chimique est un 
acide nucleique, le rapport peptide de transfection/ acide nucleique est 
compris entre 0,3:1 et 15:1, de maniere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference 
entre 4:1 et6:l. 

20 io°) Vecteur de transfection selon l'une quelconque des reven- 

dications 1 a 9, caracterise en ce qu'ii est associe a un ligand de ciblage. 

11°) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
est essentiellement constitute par un vecteur de transfection selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 10 et un vehicule convenable selectionne dans 

25 le groupe constitue par les sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et 
leurs derives, les antiseptiques et les polyols. 

10°) Procede de transfection in vitro de cellules eucaryotes 
avec une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue par des 
sequences d'acides nucleiques, des proteines, des peptides et des substances 

30 chimiques pharmacologiquement actives, caracterise en ce qu'il comprend la 
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mise en contact et I'incubation d'un vecteur de transfection selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8, dans un tampon de dilution comprenant 
du NaCl 100-150 mM avec des cellules eucaryotes pendant 15 a 120 minutes a 
temperature ambiante, le rapport substance chimique a transfecter sur peptide 
de transfection etant compris entre 0,3:1 et 15:1, de maniere preferee entre 2:1 
et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> CHROBOCZEK, Jadwiga 
FENDER, Pascal 

COMMISSARIAT A L ' ENERGIE ATOM I QUE 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - CNRS 

<12Q> VECTEUR PEPTIDIQUE DE TRANSFECTION, COMPOSITION LE 
CONTENANT ET LEURS APPLICATIONS . 

<130> BLOcp263/34P 

<140> 
<141> 

<150> 97 13771 
<151> 1997-11-03 

<1S0> 24 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 1 

Xaa Lvs Arg Val Arg 
1 5 



<210> 2 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 2 

Xaa Lys Arg Ala Arg 
i 5 



<210> 3 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 3 

Xaa Lys Arg Ser Arg 
1 5 

<210> 4 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 



v- 1 <r 



^4 
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<400> 4 

Xaa Lys Arg Leu Arg 
1 5 



<210> 5 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 5 

Xaa Lys Arg Thr Arg 
1 5 



<210> 6 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 6 

Xaa Pro Lys Lys Pro Arg 



<210> 7 

<21I> 9 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 



<400> 7 

Xaa Phe Asn Pro Val Tyr Pro Tyr Xaa 
1 5 



<210> 8 

<211> 9 

<212> 'PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 8 

Xaa Phe Asp Pro Val Tyr Pro Tyr Xaa 
1 5 



<210> 9 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 



<400> 9 

Leu Ser Asp Ser 
1 



To, 
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3 



<210> 10 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 10 
Leu Ser Thr Ser 
1 



<210> 11 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 11 
Leu Ser Ser Ser 
1 



<210> 12 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 12 

Pro Ser Glu Asp Thr 
1 5 



<210> 13 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 13 
Val Asp Asp Gly 
1 



<210> 14 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 14 

Thr Gin Tyr Ala Glu Glu Thr Glu Glu Asn Asp Asp 



<210> 15 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 



*5> 



9 
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<400> 15 
Xaa Glu Asp Asp 
1 



<210> 16 

<211> 4 

<212> PRT 

<213 > Adenovirus 

<400> 16 
Glu Asp Glu Ser 
1 



<210> 17 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 17 
Asp Thr Glu Thr 
1 



<210> IB 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 18 
Asp Ala Asp Asn 
1 



<210> 19 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 19 
Asp Pro Phe Asp 
1 



<210> 20 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 20 
Gly Tyr Ala Arg 
1 



<%>; 
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<210> 21 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 21 
Glu His Tyr Asn 
1 



<210> 22 

<2il> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 22 
Asp" Thr Ser Ser 
1 



<210> 23 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Adenovirus 

<400> 23 
Asp Thr Phe Ser 
1 



<210> 24 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Virus SV40 

<400> 24 
Gly Pro Asn Lys 
l 



5 



Lys Lys Arg Lys Leu 
5 



•r 0j 



INTERNA' 



AJL SEARCH REPORT 



inte.^^^H" Application No 

PC^K 93/02344 



A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER ^« -r,/ <, * / n o c rn7t/i/i/A7C 

IPC 6 C12N15/37 C12N15/62 C07K14/025 C07K14/075 
A61K48/00 



A61K47/48 



According to international Patent Classification (IPC) or fo 6Qth national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation aearcneo {classification system followed oy ctassmcation symooisi 

IPC 6 C12N C07K A61K 



Documentation searcneo otner tnan minimum documentation to tne extent mat sucn documents are .ndudeo in tne fields searched 



electronic data base consulted curing tne .nternationai searcn (name of data base and. wnere practical, sea/cn terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 1 Citation ot document, witn indication, wnere appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim no. 



FENDER P ET AL: "Adenovirus dodecahedron, 

a new vector for human gene transfer" 

NATURE BIOTECHNOLOGY. , 

vol. 15, January 1997, pages 52-56 , 

XP002071995 

see the whole document, and 
particularly page 53, column 2, 
line 9 - line 11 

WO 97 18317 A (COMMISSARIAT ENERGIE 
ATOMIQUE ;CENTRE NAT RECH SCIENT (FR); 
CHROBO) 22 May 1997 
cited in the application 
see page 22, line 10 

-/— 



I. 2.4-9, 

II, 12 



I, 2,4-9, 

II, 12 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family memoers are listed in annex.- 



* Special categories of cited documents : 

"A - document defining the general state of me art which is not 

considered to be ot particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority ctatmf s) or 
wnicn is ateo to estabitsn the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document reternng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published pnor to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



-4 



later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict witn the application out 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken atone 

document ot particular reievance: the ctaimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document ts comotned witn one or more other such docu- 
ments, such comotnaiton oeing obvious to a person skilled 
in the art. 

' document member of the same patent tamHy 



Date ot the actual completion of the international search 



18 March 1999 



Date of mailing ot the international search report 

01/04/1999 



Name and mailing address ot tne ISA 

European Patent Office. P.S. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 MV Riiswiik 
Tel. (*3l-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Autnonzed ottwer 



Lonnoy, 0 



Poem PCT/lSA/210 Ueoortd snoou (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATION ajl search report 



:r^ 



onai Application No 

T/FR 98/02344 



Category - Citation ot document, witn indication, wn ere appropnaie. of the relevant passages 



^Continuation) OOCUMENTS CONSIDERED, TO BE RELEVANT 



Relevant to claim No. 



WO 94 17832 A (SCRIPPS RESEARCH INST 
; NEMEROW GLEN R (US); WICKHAM THOMAS J 
(US)) 18 August 1994 

see page 80, line 30 - line 34; figure 3 

WO 97 20575 A (UNIV ALABAMA AT BIRMINGHAM 
RES) 12 June 1997 

HONG J S ET AL: "THE AMINO TERMINUS OF 
THE ADENOVIRUS FIBER PROTEIN ENCODES THE 
NUCLEAR LOCALIZATION SIGNAL" 
VIROLOGY, 

vol. 18, no. 2, December 1991, pages 
758-767, XP000607409 

CLEVER J ET AL: "Simian virus 40 Vp2/3 
small structural proteins harbor their own 
muclear transport signal" 
VIROLOGY, 

vol. 181, no. 1, March 1991, pages 78-90, 

XP002097033 

see abstract 



1 



Form PCT/lSA/210 (continuation ol second she«t) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERN ATI O 



SEARCH REPORT 



tonal application No. 

PCT/FR 98/02344 



Box I Observation* where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This 



is mternational searchreporthas not been established mre^t ofcertam claims under A^ 



Sca^eohey relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

see supplementary sheet CONTINUATION OF INFORMATION PCT/ISA/210 



toc^th^ relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 



an 



extent that no meaningful international search can be carried out. specifically: 



3 - □ SS£r : are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional 
— searchable claoms. 



search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 



2 - □ 



AsaUsearchableclairnscouldbesearchedwimouteffortjusUf^ 
of any additional fee. 

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.. 



PI No requtred addiuonal search fees were timely paid by the applicant Co = endy this international search report ,s 
1—1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.. 



Remark on Protest Q The addiuonal search fees were accompanied by the applicant's protest 

[ — [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERWAT^LL SEARCH REPORT j^^muonai applicauon No. 

I^HVFR 98/02344 



In view of the extremely wide scope of the Markush-type claims, the international search was 
carried out with due regard to PCT Search Guidelines, Chapter HI, paragraphs 2.1 and 2.3 in 
combination with 3.7 and PCT Rule 33.3, particular attention being paid to the inventive 
concept as illustrated by the peptides of Table 1 and the use of a transfection peptide deriving 
wholly or partly from the adenovirus fiber as transfection vector. The internal search can be 
considered to be as exhaustive as is possible and reasonable inasmuch as the integral subject 
matter of the claims has been taken into consideration. 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERN 



NAL SEARCH REPORT 

on patent (amity memoers 



l tnte 

I PC 



I Application No 

93/02344 



Patent document 
cited m searcn report 



Publication 
date 



Patent family 
memberis) 



WO 9718317 



22-05-1997 



FR 
FR 
EP 



2741087 A 
2747681 A 
0861329 A 



WO 9417832 A 18-08-1994 
W0 9720575 A 12-06-1997 



AU 



6133394 A 



AU 
CA 
EP 



1282297 A 
2237059 A 
0866721 A 



Publication 
date 



16-05-1997 
24-10-1997 
02-09-1998 



29-08-1994 



27-06-1997 
12-06-1997 
30-09-1998 



Fom PCT/iSA/210 (paiani lamly *nn««i (July 1992) 



TOj 



RAPPORT DE REC 



HE INTERNATIONALE 



nternationate No 

98/02344 



CI%T M T"n^ C07K14/025 C07K14/075 A61K47/48 

A61K48/00 



Salon la classification Internationale des brevets (OB) ou a (a fois seton la classification nationale et la CI8 



8. 0OWA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Oocumentatton mmimaie consuttee tsysteme de ci as situation suivi des symootes ae ctassemenn 

CI8 6 C12N C07K A61K 



Oocumeniatwn consume autre que la documentation m.nima.e dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquets a pone la racnereha 



Base ae donnees e.ectronique consultee au cours de la recnercne international* inom de la base de donnees. et si realisable, termes de recnercha ut.lises) 



C OOCUMENTS CONSiOERES COMME PERTINENTS 



Categone 



identification des documents cites, avec. le cas echeant. Vindication des passages pertinents 



no. des rev eradications visees 



FENDER P ET AL: "Adenovirus dodecahedron, 

a new vector for human gene transfer" 

NATURE BIOTECHNOLOGY. , 

vol. 15, janvier 1997, pages 52-56, 

XP002071995 

voir le document en entier, et 

parti cul ierement page 53, colonne 2, ligne 

9 - ligne 11 

WO 97 18317 A (COMMISSARIAT ENERGIE 
ATOMIQUE ; CENTRE NAT RECH SCIENT (FR); 
CHR0B0) 22 mai 1997 
cite dans la demande 
voir page 22 , 1 igne 10 

-/— 



I, 2,4-9, 

II, 12 



I, 2,4-9, 

II, 12 



Voir la suite du cadre C pour ta fin de ta liste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



1 Categones spectaies de documents cues: 

*A" document definissant I'etat generai de la technique, non 

considere com me particutieremem pertinent 
"E" document anterieur. mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
V document pouvam |eter un doute sur une revendication de 

pnonta ou cite pour determiner la date de publication d une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle quindiquee) 
"CT document se referant a une divulgation orate, a un usage, a 

une exposition ou ious autre s moyens 
-p- document publie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de pnorrte mvendiquee 



document utterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de pnonte et n appartenenant pas a I'etat de la 
tecnniQue pertinent, mais cite pour comprendre te pnncipe 
ou (a theone constituant la base de ("invention 

' document particulierement pertinent: Pinven tion revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvetle ou comma impliquant une activud 
inventive par rapport au document considere isolement 

■ document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut 4tre constderee comme impliquant une activite inventive 
lorsque te document est associe a un ou plusteurs autres 
documents de meme nature, cette combtnaison etant evidente 
pour un* personne du metier 
document qui tart o an le de la meme f ami lie de brevets 



Oate a laquelle la recnercne Internationale a ete eft ectivement achevee 



18 mars 1999 



Caie d *«c*ditK>n du present rapport de recherche Internationale 



I 



01/04/1999 



Nom et adresse postale de l* administration chargee de la recherche mtemationaie 
Office Europeen des Brevets. P.B. 58 1 8 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3018 



Ponctionnaire autonse 



Lonnoy, 0 



Fofmulaire PCT/tSAf2lO (doiMrtme teudle) (juillet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



# 



!e Internationale No 

T/FR 98/02344 



.{su»te> OOCUMENTS CQNSIOERES COMME PERTINENTS 



ategorie 



identification des documents cites, avec.le cas echeant. lindicaliondes passages pertinents 



no. aes rqvonatcations vise as 



WO 94 17832 A (SCRIPPS RESEARCH INST 
; NEMEROW GLEN R (US); WICKHAM THOMAS J 
(US)) 18 aout 1994 

voir page 80, ligne 30 - 1 igne 34; figure 
3 

WO 97 20575 A (UNIV ALABAMA AT BIRMINGHAM 
RES) 12 juin 1997 

HONG J S ET AL: "THE AMINO TERMINUS OF 
THE ADENOVIRUS FIBER PROTEIN ENC00ES THE 
NUCLEAR LOCALIZATION SIGNAL" 
VIROLOGY. 

vol. 13, no. 2, decembre 1991, pages 
758-767, XP000607409 

CLEVER J ET AL: "Simian virus 40 Vp2/3 
small structural proteins harbor their own 
muclear transport signal" 
VIROLOGY. 

vol. 181, no. 1, mars 1991, pages 78-90, 

XP002097033 

voir abrege 



1 



Formulatre PCT/lSA/210 (sute d* la douxi»me feuiHe) (juiUet 1992) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



' international n 

PCT/FR 98/02344 



Cadre I Observations'- lorsqu il a ete estim ' que certaines revendications ne pouvaient pas (aire l objet.d'une rechercho 
(suite du point 1 de la premier feuille) ^ 



Conformement a 1'art.cle . 7.2)a). certaines revenaications nont pas tait I'OBjet d'une rechercne pour les moufs suivants: 
;rraXone'm a run S ooiet a regard duquel ('administration n est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

/oir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



" O sfraoporttnffde S s n p'art,es de .a demande Internationale qui ne remplissent pas suffisammen. les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre eftectuee. en particutier: 



3 1— ' sont derrel^icltons dependantes e< ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases ae la regie 6. 4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu il y a absence d'unite de Inventio n (suite du point 2 de la premiere feuille) 
(.'administration chargee de la rechercne Internationale a trouve piusieurs inventions dans la demande mternationale. a savoir: 



1 I 1 Comme toutes les taxes additionneiles ont ete payees dans |es delais par le deposant. le present rapport de recherche 

' 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2 □ Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sy prataent ont pu etre e«»cft*4« sans effort particulier 

lustifiant une taxe additionnelle. 1'admin.stration n'a sollictte le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



. f— 1 Comme une parte seulement des taxes additionneiles demandees a ete payee dans les i delate par to .^P^ 1 * 

I 1 rapport de recherche internationaie ne porte que sur les revendications pour lesqueiles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 01 



4. HI Aucune taxe additionneHe demandee n'a ete payee dans les delais par te <*P°f™^^^ 

I 1 de recherche Internationale ne porte que sur ('invention mentionnee en premier l.eu dans tes revendtcanons, eiie est 

couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionneiles eta,ent accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

| | Le paiement des taxes additionneiles n'etait assort d'aucune reserve. 



Formulate PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



Oemande Internationale no. PCT/FR' *98 £2344 
SUITE DES RENSEIGNEMENTS IND1QUES SUR PCT/1SA/ 210 



Eti egard a l'etendue extreme des revendicati ons du type Markush, la 
recherche Internationale a ete effectuee en tenant dument compte des 
Directives concernant la recherche selon 1e PCT (PCT/GL/2), C HI, 
paragraphe 2.1 r 2.3 en cornbinaison avec 3.7 et de la regie 33.3 PCT, une 
attention particuliere etant portee au concept inventif tel qu'illustre 
par les peptides du tableau 1 et l'usage d*un peptide de transaction 
derivant en tout ou en partie de la fibre d'adenovirus comme vecteur de 
transfection. La recherche Internationale peut etre consideree comme 
complete dans la mesure du possible et raisonnable dans ce sens qu'elle a 
englobe 1'objet des revendications dans son integralite. 



RAPPORT DE RECI^^HE INTERNATIONALE 

Renseignemencs reiatil* aux me^^PJde families ae brevets 




^^^intemauonale No 

™R 98/02344 


Document brevet ate 
au rapport ce recherche 


Oate ae 
publication 


Memorecs) de la 
famine de brsvet(s) 


Oate de 
publication • 


WO 9718317 


A 




22-05-1997 


FR 
FR 
EP 


2741087 
2747681 
0861329 


A 
A 
A 


16-05-1997 
24-10-1997 
02-09-1998 


WO 9417832 


A 




18-08-1994 


AU 


6133394 


A 


29-08-1994 


WO 9720575 


A 




12-06-1997 


AU 
CA 
EP 


1282297 
2237059 
0866721 


A 
A 
A 


27-06-1997 
12-06-1997 
30-09-1998 




Fommiatro PCT71SA/210 <am«x« laniiflas <*• twev««> (jtrfl* 1992) 



. . . .. . .. .09/53.0 560 

: mton mm ' 02 may 2000 

17 

- Param6tres intervenant sur Tefficacite de la transfection par le 
peptide selon 1' invention : 

Les peptides selon 1' invention comprennent essentiellement 3 
domaines, le signal de localisation nucleaire, le domaine hydrophobe et le poly- 
m6re basique. 

Pour etudier l'effet de la structure du peptide sur la transfection 
d'ADN, une s6rie de peptides dans lesquels les differentes parties du peptide I ont 
6te eliminees, dont les sequences sont illustrees au Tableau I ci-apr6s : 



TABLEAU I 



Peptide 


Sequences* 


,1 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES - K20 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-K2o 


IC 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES- K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-Kio 


IE 


AKRARLSTSEDES-K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:16-Kio 


ID 


LSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:16-K 20 


IA 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16 


LII 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES - K 

AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K^ 

(pour chaque branche : SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ 
ID NO:7 + SEQ ID NO:16) 



* dans lesquelles Xo = A. 



Les resultats obtenus avec ces differents peptides sont illustres au 
Tableau II ci-apr6s. 
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REVINDICATIONS 
1°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
actives, caracterise en ce qu'il contient outre Iadite substance chimique, au rnoins 
un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'un adeno- 
virus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, 
Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FA VI (CELO) et FAV7, Iequel 
peptide de transfection comprend au moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d' adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys-Arg- 
Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ ID 
NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 
(XoKRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), X 0 -Pro- 
Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou repre- 
sente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la proteine Vp3 
du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe constitue 
par au moins Tune des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 
(XiFNPVYPYXz) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-Xz 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment l'une des 
sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser 
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(LSTS) (SEQ ID NOrlO), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu- 
Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID NO:13), 
Thr-GIn-Tyr-AIa-GIu-GIu-Thx-GIu-Glu-Asn-Asp-Asp (TQYAEETEENDD) (SEQ 
ID NO:14) ou Xa-GIu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID NO:15) dans Iaquelle X3 repre- 
5 sente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 k 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ ou polaires et/ou charges, et notamment Tune des sequences 
suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) 
1 10 (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp 

(DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr- 
Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp- 
Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23) et 

- une sequence polymerique d'aminoacides basiques ou une 
15 sequence polymerique cationique ou un polyalcool, 
pour une utilisation comme medicament. 

2°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
( 20 actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance chimique, au moins 

un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'un adeno- 
virus selectionn6 dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, 
Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FAV1 (CELO) et FAV7, lequel 
peptide de transfection comprend au moins : 
25 - un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 

d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys-Arg- 
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Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ ID 
NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Axg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg (Xo- 
KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Axg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo-Pro- 
Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans iesquelles Xo est nul ou repre- 
5 sente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la proteine Vp3 
du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24) / 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, deriv6e d'une fibre d' adenovirus et selectionnee dans le groupe constitue 
par au moins 1'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 
10 (X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans Iesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 1'une des 
15 sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser 
(LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu- 
Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO: 12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID NO:13), 
Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp (TQYAEETEENDD) (SEQ 
ID NO:14) ou Xa-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID NO:15) dans laquelle X3 repre- 
20 sente Ala (A), VaT(V), Leu (L), Phe (F) ou lie (I) et 

Xz est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment 1'une des sequences 
suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) 
25 (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp 
(DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr- 
Asn (EHYN) (SEQ ID NG*:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp- 
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Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23), lequel peptide de transfection est associe k 
une sequence polymerique d'aminoacides basiques, k un polym^re cationique ou 
k un polyalcool, 

pour une utilisation comme medicament. 
5 3°) Vecteur de transfection selon la revendication 1 ou la reven- 

dication 2, caracteris6 en ce que la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
comprend entre 10 et 50 residus d'aminoacides, selectionnts dans le groupe cons- 
titue par la lysine, 1'arginine et rornithine. 

4°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
10 cations 1 & 3, caracterise en ce que la sequence polymerique cationique est selec- 
tionnee dans le groupe constitue par les amines polymeriques. 

5°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1^4, caracterise en ce que la sequence NLS est k 1'extremite N-terminale 
du peptide de transfection et la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
15 est k 1'extremite C-terminale dudit peptide de transfection. 

6°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 k 5, caracterise en ce que lorsque la substance chimique est un acide 
nucleique, le rapport peptide de transfection/ acide nucleique est compris entre 
0,3:1 et 15:1, de mantere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 
20 7°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 

cations 1 a 6, caracterise en ce qu'il est associe k un ligand de ciblage. 

8°) Composition, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
constitute par un vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 k 7 et un vehicule convenable selectionne dans le groupe constitue par les 
25 sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et leurs derives, les anti- 
septiques et les polyols, pour une utilisation comme medicament 
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9°) Proceed de transfection in vitro de cellules eucaryotes avec 
une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue par des sequences 
d'acides nucl6iques, des prolines, des peptides et des substances chimiques 
pharmacologiquement actives, caracterise en ce qu'il comprend la mise en 
5 contact et l'incubation d'un vecteur de transfection selon Tune quelconque des 
revendications 1 & 8, dans un tampon de dilution comprenant du NaCl 100-150 
mM avec des cellules eucaryotes pendant 15 k 120 minutes k temperature 
ambiante, le rapport substance chimique k transfecter sur peptide de transfection 
etant compris entre 0,3:1 et 15:1, de mani&re preferee entre 2:1 et 6:1, de prefe- 

10 rence entre 4:1 et 6:1. 

10°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance 
chimique s61ectionn6e dans le groupe constitu6 par des sequences d'acides 
nucleiques, des proteines, des peptides et des substances chimiques pharma- 
cologiquement actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance 

15 chimique, au moins un peptide de transfection qui comprend : 

- un segment d'une sequence NLS constitue par la sequence ID 

NO:2, 

- un segment d'une sequence constitue par la sequence ID NO:10, 

- un segment d'une sequence constitu6 par la sequence ID NO:16, 

20 et 

- une polylysine, 

pour une utilisation comme medicament. 
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Parameters involved in the efficiency of 



transfection with the peptide according to the 
invention : 

The peptides according to the invention 
comprise essentially 3 domains: the nuclear 
localization signal, the hydrophobic domain and the 
basic polymer. 

To study the effect of the structure of the 
peptide on the transfection of DNA, a series of 
peptides [lacuna] , in which the various portions of 
peptide I have been removed, whose sequences are 
illustrated in Table I below: 
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TABLE I 



Peptide 


Sequences* 


I 


A K R 


A R L S T 


S F N P V Y P 


Y 


E D 


E S - K 20 




= SEQ 


ID NO: 2 + 


SEQ ID NO: 10 


+ 


SEQ 


ID NO: 7 + 




SEQ ID NO:16-K 20 










IC 


A K R 


A R L S T 


S F N P V Y P 


Y 


E D 


E S - K 10 




= SEQ 


ID NO: 2 + 


SEQ ID NO: 10 


+ 


SEQ 


ID NO: 7 + 




SEQ ID N0:16-K 10 










IE 


A K R 


A R L S T 


S E D E S-K 10 










= SEQ 


ID NO: 10 


+ SEQ ID NO: 7 


+ 


SEQ 


ID NO: 16- 
















ID 


A K R 


A R L S T 


S F N P V Y P 


Y 


E D 


E S-K 20 




= SEQ 


ID NO: 10 


+ SEQ ID NO: 7 


+ 


SEQ 


ID NO: 16- 




K 20 












IA 


A K R 


A R L S T 


S F N P V Y P 


Y 


E D 


E S 




=: SEQ 


ID NO: 2 + 


SEQ ID NO: 10 


+ 


SEQ 


ID NO: 7 + 




SEQ ID NO: 16 










LII 


A K R 
A K R 


A R L S T 
A R L S T 


S F N P V Y P 
S F N P V Y P 


Y 
Y 


E D 
E D 


E S 

K. 19 

E s/ 




(for 


sach branch: SEQ ID NO : 2 


+ SEQ ID NO: 10 




+ SEQ 


ID NO: 7 + 


SEQ ID NO: 16) 









* in which X 0 = A. 

The results obtained with these various 
peptides are illustrated in Table II below. 
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CLAIMS 

1. Peptide vector for transfecting a chemical 
substance selected from the group consisting of nucleic 

5 acid sequences, proteins, peptides and 

pharmacologically active chemical substances, 

characterized in that it contains, in addition to the 
said chemical substance, at least one transfecting 
peptide derived from the whole or part of an adenovirus 
10 fibre and comprising at least one region consisting of 
at least 50% of hydrophobic amino acids selected from 
the group consisting of alanine, valine, phenylalanine, 
isoleucine, leucine, proline and methionine. 

2. Transfection vector according to Claim 1, 
15 characterized in that the said transfecting peptide is 

derived from the whole or part of a fibre of an 
adenovirus selected from the group consisting of Ad2 , 
Ad3, Ad4, Ad7, Ad8 , Ad9 , Adll, Adl2 , Adl5, Adl6, Ad21, 
Ad4 0, Ad41, FAV1 (CELO) and FAV7 . 
20 3. Transfection J vector according to Claim 1, 

characterized in that the said peptide is partially 
derived from the SV40 virus Vp3 protein. 

4 . Transfection vector according to any one of 

Claims 1 to 3, characterized in that the said 

25 transfecting peptide comprises at least: 

- a segment of an NLS sequence derived from an 
adenovirus fibre comprising between 4 and 5 amino acids 
and including a sequence selected from the group 
consisting of the following sequences: X 0 -Lys-Arg-Val- 

30 Arg (X 0 KRVR) (SEQ ID N0:1), X 0 -Lys - Arg-Ala-Arg (X 0 KRAR) 
(SEQ ID NO:2), X 0 -Lys - Arg- Ser- Arg (X 0 KRSR) (SEQ ID 
NO:3), X 0 - Lys -Arg -Leu -Arg (X 0 KRLR) (SEQ ID N0;4), X 0 - 
Lys-Arg-Thr-Arg (X 0 KRTR) (SEQ ID NO:5), X 0 -Pro-Lys-Lys- 
Pro-Arg (X 0 PKKPR) (SEQ ID NO:6), in which X 0 is zero or 

35 represents Thr (T) , Ala (A) , Ser-Lys (SK) or Ser (S) , 
or a segment of the SV4 0 virus Vp3 protein and in 
particular the sequence GPNKKKRKL (SEQ. ID NO: 24), 
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- a hydrophobic sequence comprising between 7 
and 50 amino acids, derived from an adenovirus fibre 
and selected from the group consisting of at least one 
of the following sequences X^Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
5 Tyr-X 2 {X 1 FNPVYPYX 2 ) (SEQ ID NO : 7 ) , X 1 - Phe -Asp - Pro - Val - 
Tyr-Pro-Tyr-X 2 (X^DPVYPYX,,) (SEQ ID NO : 8 ) , in which: 

X 1 is zero or represents a sequence of at most 
43 amino acids, preferably a sequence of 5 to 15 amino 
acids, comprising hydrophobic and/or polar and/or 
10 acidic charged amino acids, and in particular one of 
the following sequences: Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID 
NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser- 
Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu-Asp-Thr 
(PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val -Asp- Asp -Gly (VDDG) (SEQ ID 
15 NO: 13) , Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 
(TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO: 14) or X 3 -Glu-Asp -Asp (X 3 EDD) 
(SEQ ID NO:15) in which X 3 represents Ala (A), Val (V) , 
Leu (L) , Phe (F) or He (I) and 

X 2 is zero or represents a sequence of at most 

2 0 4 3 amino acids, preferably a sequence of 5 to 15 amino 

acids, comprising hydrophobic and/or polar and/or 
charged amino acids, and in particular one of the 
following sequences: Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID 
N0:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp-Ala- 
25 Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp- Pro- Phe -Asp (DPFD) 
(SEQ ID NO:19), Gly-Tyr - Ala - Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), 
Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO-.21), Asp-Thr-Ser-Ser 
(DTSS) (SEQ ID NO: 22) or Asp-Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID 
NO: 23) and 

30 - a polymeric sequence of basic amino acids or 

a cationic polymeric sequence or a polyalcohol . 
5. Transfection vector according to any one of 

Claims 1 to 3 , characterized in that it comprises at 
least: 

3 5 - a segment of an NLS sequence derived from an 

adenovirus fibre comprising between 4 and 5 amino acids 
and including a sequence selected from the group 
consisting of the following sequences: X 0 -Lys -Arg-Val - 
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Arg (X 0 KRVR) (SEQ ID NO:l), X 0 - Lys -Arg -Ala -Arg (X 0 KRAR) 
(SEQ ID NO:2), X 0 -Lys - Arg- Ser- Arg (X 0 KRSR) (SEQ ID 
N0:3), X 0 - Lys -Arg -Leu -Arg (X 0 KRLR) (SEQ ID NO : 4 ) , X 0 - 
Lys-Arg-Thr-Arg (X 0 KRTR) (SEQ ID NO : 5 ) , X 0 -Pro -Lys -Lys - 
5 Pro-Arg (X 0 PKKPR) (SEQ ID NO:6), in which X 0 is zero or 
represents Thr (T) , Ala (A) , Ser-Lys (SK) or Ser (S) , 
or a segment of the SV40 virus Vp3 protein and in 
particular the sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24), 

- a hydrophobic sequence comprising between 7 

10 and 50 amino acids, derived from an adenovirus fibre 
and selected from the group consisting of at least one 
of the following sequences X^Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
Tyr-X 2 (X L FNPVYPYX 2 ) (SEQ ID NO : 7 ) , X L - Phe - Asp- Pro - Val - 
Tyr-Pro-Tyr-X 2 (X^DPVYPYXJ (SEQ ID NO : 8 ) , in which: 

15 X x is zero or represents a sequence of at most 

43 amino acids, preferably a sequence of 5 to 15 amino 
acids, comprising hydrophobic and/or polar and/or 
acidic charged amino acids, and in particular one of 
the following sequences: Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID 

20 NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser- 
Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu-Asp-Thr 
(PSEDT) (SEQ ID NO : 12 ) , Val - Asp - Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID 
NO : 13 ) , Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 
(TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO: 14) or X 3 -Glu- Asp-Asp (X 3 EDD) 

25 (SEQ ID NO:15) in which X 3 represents Ala (A), Val (V), 
Leu (L) , Phe (F) or lie (I) and 

X 2 is zero or represents a sequence of at most 
43 amino acids, preferably a sequence of 5 to 15 amino 
acids, comprising hydrophobic and/or polar and/or 

30 charged amino acids, and in particular one of the 
following sequences: Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID 
NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp-Ala- 
Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp- Pro- Phe -Asp (DPFD) 
(SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala- Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), 

35 Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO : 21 ) , Asp-Thr-Ser-Ser 
(DTSS) (SEQ ID NO: 22) or Asp-Thr- Phe - Ser (DTFS) (SEQ ID 
NO:23), which transfecting peptide is combined with a 
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polymeric sequence of basic amino acids, a cationic 
polymer or a polyalcohol . 

6. Transfection vector according to any one of 
Claims 1 to 5 , characterized in that the polymeric 

5 sequence of basic amino acids comprises between 10 and 
50 amino acid residues, selected from the group 
consisting of lysine, arginine and ornithine. 

7. Transfection vector according to any one of 
Claims 1 to 6, characterized in that the cationic 

10 polymeric sequence is selected from the group 
consisting of polymeric amines. 

8. Transfection vector according to any one of 
Claims 4 to 7, characterized in that the NLS sequence 
is at the N-terminal end of the transfecting peptide 

15 and the polymeric sequence of basic amino acids is at 
the C-terminal end of the said transfecting peptide. 

9. Transfection vector according to any one of 
Claims 1 to 8, characterized in that when the chemical 
substance is a nucleic acid, the transfecting 

20 peptide/nucleic acid ratio is between 0.3:1 and 15:1, 
preferably- between 2:1 and. 6:1, preferably between 4:1 
and 6 : 1 . 

10. Transfection vector according to any one of 
Claims 1 to 9, characterized in that it is combined 

25 with a targeting ligand. 

11. Pharmaceutical composition, characterized in 
that it essentially consists of a transfection vector 
according to any one of Claims 1 to 10 and a suitable 
vehicle selected from the group consisting of bile 

30 salts, ant iproteases , cyclodextrins and derivatives 
thereof, antiseptics and polyols. 

12. Method of transfecting eukaryotic cells in 
vitro with a chemical substance selected from the group 
consisting of nucleic acid sequences, proteins, 

3 5 peptides and pharmacologically active chemical 
substances, characterized in that it comprises the 
bringing into contact and the incubation of a 
transfection vector according to any one of Claims 1 to 
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8, in a dilution buffer comprising 100-150 mM NaCl with 

eukaryotic cells for 15 to 120 minutes at room 

temperature, the chemical substance to be 
transf ected: transf ecting peptide ratio being between 

5 0.3:1 and 15:1, preferably between 2:1 and 6:1, 
preferably between 4:1 and 6:1. 



* 



p 4& 



0) 



09/5 30 560 
S26 Rec'dPCT/PTO 02 MAY 2000 

17 

- Paramfetres intervenant sur Tefficacite de la transfection par le 
peptide selon l 7 invention : 

Les peptides selon I'invention comprennent essentiellement 3 
dornaines, le signal de localisation nucleaire, le domaine hydrophobe et le poly- 
5 m6re basique. 

Pour etudier l'effet de la structure du peptide sur la transfection 
d'ADN, une s&rie de peptides dans Iesquels les differentes parties du peptide I ont 
6te elimin^es, dont les sequences sont illustrees au Tableau I ci-apr6s : 



TABLEAU I 


Peptide 


Sequences* 


,1 . 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-K2o 


IC 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 
NO:16-Kio 


IE 


AKRARLSTSEDES-K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:16-Kio 


ID 


LSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:16-K 20 


IA 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16 


LII 


akrarlstsfnpvypyedes - k 
akrarlstsfnpvypyedes-k/ 

(pour chaque branche : SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ 
ID NO:7 + SEQ ID NO:16) 



10 * dans lesquelles Xo = A. 



Les resultats obtenus avec ces differents peptides sont illustres au 
Tableau II ci-apr6s. 
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REVINDICATIONS 
1°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
s£lectionnee dans le groupe constitu6 par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance chimique, au moins 
un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'un adeno- 
virus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, 
Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FA VI (CELO) et FAV7, Iequel 
peptide de transfection comprend au moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnSe dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys-Arg- 
Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAJR) (SEQ ID 
NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 
(XoKRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo-Pro- 
Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou repre- 
sente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la proteine Vp3 
du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, d6rivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe constitue 
par au moins Tune des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 
(XiFNPVYPYX 2 ) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(XXFDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 1'une des 
sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser 
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(LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NOrll), Pro-Ser-Glu- 
Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID NO:13), 
Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-GIu-GIu-Asn-Asp-Asp (TQYAEETEENDD) (SEQ 
ID NO:14) ou Xs-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID NO:15) dans laquelle X3 repre- 
sente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou lie (I) et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment Tune des sequences 
suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) 
(SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp 
(DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), GIu-His-Tyr- 
Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp- 
Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23) et 

- une sequence polymerique d'aminoacides basiques ou une 
sequence polymerique cationique ou un polyalcool, 

pour une utilisation comme medicament. 

2°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
actives, caracteris6 en ce qu'il contient outre ladite substance chimique, au moins 
un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'un adeno- 
virus selectionn6 dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, 
Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FAV1 (CELO) et FAV7, lequel 
peptide de transfection comprend au moins : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys-Arg- 
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Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ ID 
NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg (Xo- 
KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo-Pro- 
Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou repre- 
5 sente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la proteine Vp3 
du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivGe d'une fibre d' adenovirus et selectionnee dans le groupe constitue 
par au moins Tune des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 
10 (X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(X!FDPVYPYX 2 ) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 1'une des 
15 sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser 
(LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu- 
Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID NO:13), 
Trir-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp (TQYAEETEENDD) (SEQ 
ID NO:14) ou Xa-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID NO:15) dans laquelle X3 repre- 
20 sente Ala (A), Val"(V), Leu (L), Phe (F) ou lie (I) et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ ou charges, et notamment l'une des sequences 
suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) 
25 (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp 
(DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr- 
Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp- 
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Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23), lequel peptide de transfection est associe k 
une sequence polymerique d'aminoacides basiques, k un polym&re cationique ou 
k un polyalcool, 

pour une utilisation conune medicament. 
5 3°) Vecteur de transfection selon la revendication 1 ou la reven- 

dication 2, caracterise en ce que la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
comprend entre 10 et 50 residus d'aminoacides, selectionn6s dans le groupe cons- 
titue par la lysine, l'arginine et 1' ornithine. 

4°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
10 cations 1 & 3, caracterise en ce que la sequence polymerique cationique est selec- 
tionnee dans le groupe constitue par les amines polymeriques. 

5°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 & 4, caracterise en ce que la sequence NLS est k Textremite N-terminale 
du peptide de transfection et la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
15 est k Textremite C-terminale dudit peptide de transfection. 

6°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 & 5, caracterise en ce que lorsque la substance chimique est un acide 
nucieique, le rapport peptide de transfection/ acide nucieique est compris entre 
0,3:1 et 15:1, de maniere prefer^e entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 
20 7°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 

cations 1 & 6, caracterise en ce qu'il est associe k un ligand de ciblage. 

8°) Composition, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
constituee par un vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 k 7 et un vehicule convenable selectionne dans le groupe constitue par les 
25 sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et leurs derives, les anti- 
septiques et les polyols, pour une utilisation comme medicament. 
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9°) Proc6d6 de transfection in vitro de cellules eucaryotes avec 
une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue par des sequences 
d'acides nucl&ques, des prot6ines, des peptides et des substances chimiques 
pharmacologiquement actives, caracterise en ce qu'il comprend la mise en 
5 contact et l'incubation d'un vecteur de transfection selon Tune quelconque des 
revendications 1 & 8, dans un tampon de dilution comprenant du NaCl 100-150 
mM avec des cellules eucaryotes pendant 15 k 120 minutes k temperature 
ambiante, le rapport substance chimique & transfecter sur peptide de transfection 
etant compris entre 0,3:1 et 15:1, de mantere pr6f6r6e entre 2:1 et 6:1, de pr6f6- 

10 rence entre 4:1 et 6:1. 

10°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance 
chimique s6lectionn6e dans le groupe constitu6 par des sequences d'acides 
nucleiques, des prolines, des peptides et des substances chimiques pharma- 
cologiquement actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance 

15 chimique, au moins un peptide de transfection qui comprend : 

- un segment d'une sequence NLS constitue par la sequence ID 

NO:2, 

- un segment d'une sequence constitue par la sequence ID NO.10, 

- un segment d'une sequence constitu6 par la sequence ID NO:16, 

20 et 

- une polylysine, 

pour tine utilisation comme medicament. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BL0cp263/34P 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 98/02344 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

03/1 1/1998 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann£e) 

03/11/1997 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE et al . 



Le present rapport de recherche internationale. etabli par radministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 5 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 



b. En ce qui concerne ies sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas Echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

E 
□ 



2. 
3. 



contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
d^posee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 
| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | La declaration, se Ion laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

| | La declaration, selon laquelle Ies informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

| X | II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unite de Tinvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

[X] le texte est approuve tet qu'if a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

py"! le texte est approuv£ tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a £te etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un deiai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 7 

| | suggeree par le deposant. |~] Aucune des figures 

[X] parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n eSt ^ P ublier - 

| | parce que cette figure caracterise mieux r invention. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une rechercho 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)3), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 



Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel radministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



□ 



Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



□ 



Les revendications n os 

sont des revendications d^pendantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont et6 payees dans les delais par le d^posant, le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, radministration n'a sollicite le paiementd'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demand^es a 6te pay^e dans les delais par le d^posant, le present 

' ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete" payees, a savoir 

les revendications n os 



□ Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete" payee dans les delais par le d^posant. En consequence, le present rapport 
de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionn^e en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagn6es d'une reserve de la part du d^posan t. 

j | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Eu egard a l'etendue extreme des revendications du type Markush, la 
recherche internationale a ete effectuee en tenant dument compte des 
Directives, concernant la recherche selon le PCT (PCT/GL/2), C-III, 
paragraphe 2.1, 2.3 en combinai son avec 3.7 et de la regie 33.3 PCT, une 
attention part iculi ere etant portee au concept inventif tel qu'il lustre 
par les peptides du tableau 1 et 1 'usage d'un peptide de transfection 
derivant en tout ou en parti e de la fibre d' adenovirus comme vecteur de 
transfection. La recherche internationale peut etre consideree comme 
complete dans la mesure du possible et raisonnable dans ce sens qu'elle a 
englobe 1'objet des revendications dans son integralite. 
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i>FR 98/02344 



A. CLASS EMENT DE L'OBJET OE LA DEMANDS , 

CIB 6 C12N15/87 C12N15/62 C07K14/025 C07K14/075 A61K47/48 
A61K48/00 

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C12N C07K A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de fa recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, 1'indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


FENDER P ET AL: "Adenovirus dodecahedron, 


1,2,4-9, 




a new vector for human gene transfer" 


11,12 




NATURE BIOTECHNOLOGY. , 






vol. 15, janvier 1997, pages 52-56, 






XP002071995 






voir le document en entier, et 






parti cul ierement page 53, colonne 2, ligne 






9 - 1 igne 11 




X 


WO 97 18317 A (COMMISSARIAT ENERGIE 


1,2,4-9, 




ATOMIQUE ;CENTRE NAT RECH SCIENT (FR); 


11,12 




CHROBO) 22 mai 1997 






cite dans la demande / 






voir page 22, ligne 10 






-/- 





fx] Voirla 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considSre comme particulierement pertinent 

"E" document anterteur, mais publie a la date de depdt international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



document ulterieur publie apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activtte 
inventive par rapport au document consider^ isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activity inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison 6tant eVidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achev^e 

18 mars 1999 


Date d' expedition du present rapport de recherche internationale 

01/04/1999 


Nom et adresse postale de ^administration charged de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax; (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Lonnoy, 0 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Demand e Internationale No 

J^^R_98/0234j^ 



Categorie ° Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'indtcationdes passages pertinents 



no. des re vend teat ions visees 



WO 94 17832 A 
;NEMER0W GLEN 



(SCRIPPS RESEARCH INST 
R (US); WICKHAM THOMAS J 
(US)) 18 aout 1994 

voir page 80, ligne 30 - ligne 34; figure 



WO 97 20575 A (UNIV ALABAMA AT BIRMINGHAM 
RES) 12 juin 1997 

HONG J S ET AL: "THE AMINO TERMINUS OF 
THE ADENOVIRUS FIBER PROTEIN ENCODES THE 
NUCLEAR LOCALIZATION SIGNAL" 
VIROLOGY , 

vol. 18, no. 2, decembre 1991, pages 
758-767, XP000607409 

CLEVER J ET AL: "Simian virus 40 Vp2/3 
small structural proteins harbor their own 
muclear transport signal" 
VIROLOGY, 

vol. 181, no. 1, mars 1991, pages 78-90, 

XP002097033 

voir abrege 
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ktion on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



•national Application No 
l/FR 98/02344 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



wo 


9718317 


A 


22-05-1997 


FR 


2741087 


A 


16-05-1997 










FR 


2747681 


A 


24-10-1997 












noci oon 

UooioZy 


A 


no nn inno 


wo 


9417832 


A 


18-08-1994 


AU 


6133394 


A 


29-08-1994 


wo 


9720575 


A 


12-06-1997 


AU 


1282297 


A 


27-06-1997 










CA 


2237059 


A 


12-06-1997 










EP 


0866721 


A 


30-09-1998 
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PCT/FR98/02344 

TRAITE ^.COOPERATION EN MATIE^ DE BREVETS 



ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION SELECTION 

freale 61 2 du PCT) 


Destinataire: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIb D AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedrtion (jour/mois/ann6e) 

10 juillet 1999(10.07.99) 




Demande Internationale no 
PCT/FR98/02344 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BLOcp263/34P 


Date du depot international (jour/mo is/an nee) 

03 novembre 1998 (03.11.98) 


Date de priorrte (jour/mois/annee) 
03 novembre 1997 (03.11.97) 


Deposant 

CHROBOCZEK, Jadwiga etc 



1 . L'office designe est avise de son election quia ete faite: 

| X | dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

25 mai 1999 (25.05.99) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure.deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection | X| a ete faite 

| | n'a pas ete faite 



avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le d6lai vise 
a la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de I'OMPI 


34, chemin des Colombettes 


D. Barmes 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 
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PATENT COOPERATION^EATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



L 



Applicant's or agent's file reference 
BLOcp263/34P 


two trf tdtufd ArTTrtW See Notification of Transmittal of International 
rCIK b UK1 AC 1 1UIN Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FR98/02344 


International filing date (day/month/year) 
03 November 1998 (03.11.98) 


Priority date (day/month/year) 

03 November 1997 (03.1 1.97) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/87 


Applicant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



_ sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

25 May 1999 (25.05.99) 


Date of completion of this report 

08 February 2000 (08.02.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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THIS 





International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR98/02344 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


| | the international application as originally filed. 




[V] the description, pages 1-16,18-24 . as orieinallv filed. 




pages , filed with the demand. 




pages 1 7 f!i ec j w ith the letter of - 


1 0 January 2000 (1 0.0 1 .2000^ 


Daces filed with thf> Iptfpr r»f 


F5<1 the claims, Nos. . as orieinallv filed. 




Nos. > as amended under Article 19, 


Nos. . filed with the demand. 




Nos. MO . filed with the letter of 


1 0 January 2000 n 0.0 1 .2000^ 


Nos. . filed with the letter of 


fV] the drawings, sheets/fie 1/7-7/7 . as orieinallv filed. 




sheets/fig . filed with the demand. 




sheets/fig . filed with the letter of 




sheets/fig . filed with the letter of 


2. The amendments have resulted in the cancellation of: 




1 J the description, cages 




|_ J the claims, Nos. 




1 1 the drawings, sheets/fig 




3 [""I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



1-10 



1-10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The following document is referred to herein: 
Dl: WO 97/18317 



2. Dl describes a peptide vector for transfecting a 
chemical substance, consisting of an adenoviral 
protein complex bound. to said chemical substance by 
a peptide derived from the fibre of adenovirus Ad3 . 
The peptide comprises 20 amino acids corresponding 
to the N-terminal portion of the Ad3 fibre in 
association with 20 lysines- on the C-terminal side. 
The transfection peptide, sequence is an exact match 
for the sequence of peptide I of the present 
application. Therefore, its N-terminal portion 
includes, in particular, a segment of an NLS 
sequence and a hydrophobic sequence. The polylysine 
enables attachment of the chemical substance, 
particularly a nucleic acid, via an ionic bond, and 
gives a polycation which can thus bind polyanions 
such as DNA. A polyarginine may also be used instead 
of a polylysine as the ligand (page 6, lines 14-32; 
page 22, lines 7-10) . In Dl, the ratio of the 
transfection peptide to the nucleic acid is 3.33:1 
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(5 |ag of peptide, 1.5 jag of plasmid) (page 23, lines 
12 and 13) . Dl also mentions a pharmaceutical 
composition containing, in addition to the 
transfection peptide, at least one pharmaceutically 
acceptable carrier such as dextrose, glycerol or 
benzyl alcohol (page 8, lines 1-8). 
The subject matter of claims 1, 2 and 10 
particularly relates to a peptide vector for 
transfecting a chemical substance, including said 
chemical substance and at least one peptide derived 
from an adenovirus fibre and including at least one 
segment of an NLS sequence, a hydrophobic sequence 
and a polymeric basic amino acid sequence, for use 
as a drug. On the basis of the wording of claims 1, 
2 and 10, the transfecting peptide vector claimed 
may also contain, in addition to the chemical 
substance and the peptide derived from an adenovirus 
fibre, an adenoviral protein complex as described in 
Dl . Furthermore, because of the expression "includes 
at least", the peptide is not restricted to the 
sequences cited but may also contain additional 
sequences. In this context, it should be noted that 
the' sequences preceded by the word xx part icular ly" 
have been included by way of example and are in no 
way exhaustive, meaning that they cannot be 
considered to have a limiting effect on the subject 
matter of the claims in question. Therefore, the 
transfecting peptide vector per se, as defined in 
claims 1-3 and 5-10, is not novel over Dl . However, 
Dl does not specifically describe the use of the 
transfection vector as a drug. It follows that 
claims 1-10 may be considered to be novel. 
Nevertheless, Dl does mention the use of the 
transfection vector described therein in a 
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pharmaceutical composition. Dl also indicates the 
various possible uses as well as the potential uses 
as drugs (page 8, line 15 to page 9, line 8). 
Therefore, a person skilled in the art aware of Dl 
could arrive at the subject matter of claims 1-3 and 
5-10 on the basis of his or her general knowledge 
and without having to take an inventive step. It 
follows that claims 1-3 and 5-10 are not inventive 
and thus fail to comply with the requirements of PCT 
Article 33(3) . 

3. The subject matter of claim 4 differs from Dl in 

that the transfection peptide claimed is associated 
with a cationic polymer selected from polymeric 
amines. As lysine is a cationic amino acid, the 
transfection peptide described in Dl is associated 
with a cationic polymer. Since the bond between the 
polycation (polylysine) and the polyanion (the 
chemical substance, e.g. DNA) is ionic, the use of 
another type of known cationic polymer, e.g. a 
polymeric amine, is merely an obvious alternative. 
Therefore, a person skilled in the art would not 
need to take an inventive step to arrive at the 
subject matter of claim 4. It follows that claim 4 
fails to comply with the requirements of PCT Article 
33(3). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Claims 1-10 are not supported by the description 
since the present application merely contains a 
vague statement relating to the use of the 
transfecting peptide vector claimed as a drug (page 
12, lines 10 and 11), and no technical feature as 
required by PCT Article 6 (see also the PCT 
Guidelines, III, 6.3). 

2. Claims 1 and 2 are not supported by the description. 
The subject matter of these claims relates to a 
transf ection vector optionally containing a segment 
of protein Vp3. The description contains no 
information on this protein. Therefore, contrary to 
the requirement of PCT Article 6, claims 1 and 2 are 
not supported by the description. 

3. The expression "at least" in claims 1, 2 and 10 is 
vague and undefined. It does not refer to a 
technical feature and is open to interpretation. 
Therefore, claims 1, 2 and 10 fail to comply with 
the requirements of PCT Article 6. 



4. In claims 1, 2 and 10, the phrase "which 

transfection peptide includes ..." does not clearly 
define the desired scope of protection. Therefore, 
the word "includes" should be replaced with 
"consists of" (PCT Article 6) . 



5. The expression "at least partially derived" used in 
claims • 1 and 2 is vague and undefined. It does not 
refer to a technical feature and is open to 
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interpretation. Indeed, a peptide may be derived 
from another peptide or from a protein, meaning that 
the resulting product is completely different, 
structurally and functionally, from the starting 
product (PCT Article 6) . 

Claims 1 and 2 lack clarity as a result of the 
expression "a segment of the protein". This 
expression is not suitable for defining the scope of 
protection claimed because, in the absence of 
additional indications, it is so vague and broad 
that it even covers a single amino acid (PCT Article 
6) . 
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OPERATION EN MATIERE 

PCT 



BREVETS 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATONArfc 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

BLOcp263/34P 


voir ta notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n° ~ 
PCT/FR98/02344 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
03/11/1998 


Date de priorite (jour/mois/ann£e) 
03/11/1997 


Classification internationale des brevets (CIB) 
C12N 15/87 


ou a la fois classification nationale et CIB 


D6posant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOM I QUE et al. 



international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

B II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 6 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I H Base du rapport 

II □ Priorite 

ill □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activrte inventive et la possibility 
d'application industrielle 

IV □ Absence d'unite de I'invention 

V H Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et ia possibility 

d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularis dans la demande internationale 

VIII S Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

25/05/1999 


Date d'achevement du present rapport 

0 8. 01 00 


Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
0/M 0-80298 M untch 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autoris£ 

Chavanne, F V* JJ 

N" de telephone +49 89 2399 8399 

s " 
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Demande Internationale n° PCT/FR98/02344 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'articie 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'efies ne contiennent 
pas de modifications) : 



Description, pagesr 

1-16,18-24 version initiate 



17 



regue(s) avec telecopie du 10/01/2000 



Revendications, N°: 

1-10 re?ue(s) avec telecopie du 10/01/2000 



Dessins, feuilles: 

1/7-7/7 



version initiale 



2. Les modifications pnt entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complemehtaires, le cas echeant 
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V. D claration motiv ' s Ion I'articl 35(2) quant a la nouveaut lactivite inventive et la possibility 
d application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-10 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-10 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-10 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . II est fait reference aux document suivant: 
D1: WO 97/18317 

2. D1 decrit un vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
constitue d'un complexe proteique adenoviral lie a ladite substance chimique par 
un peptide derivant de la fibre de (Adenovirus Ad3. Ce peptide comporte 20 
acides amines correspondant a la partie N-terminale de la fibre Ad3 associes a 20 
lysines du cote C-terminal. La sequence de ce peptide de transfection correspond 
exactement a la sequence du peptide I de la presente demande. Sa partie N- 
terminale comprend done notamment un segment d'une sequence NLS et une 
sequence hydrophobe. La polylysine permet I'attachement de la substance 
chimique, notamment un acide nucleique, par liaison de type ionique, la polylysine 
donnant un polycation pouvant done fixer des polyanions comme I'ADN. Au lieu 
d'une polylysine, une polyarginine peut egalement etre utilisee comme ligand 
(page 6, lignes 14 a 32; page 22, lignes 7 a 10). Dans D1 , le rapport peptide de 
transfection/acide nucleique est de 3,33:1 (5 ^ig de peptide, 1,5 |ig de plasmide) 
(page 23, lignes 12 et 13). D1 mentionne egalement une composition 
pharmaceutique comprenant en outre du peptide de transfection au moins un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable tel, par exemple, le dextrose, le glycerol 
ou I'alcool benzylique (page 8, lignes 1-8). 

L'objet des revendications 1, 2 et 10 correspond notamment a un vecteur peptide 
de transfection d'une substance chimique comprenant ladite substance chimique 
et au moins un peptide derivant d'une fibre d'adenovirus et comprenant au moins 
un segment d'une sequence NLS, une sequence hydrophobe et une sequence 
polymerique d* acides amines basiques, pour une utilisation comme medicament. 
De part la formulation des revendications 1, 2 et 10, le vecteur peptidique de 
transfection revendique peut egalement, en plus de la substance chimique et du 
peptide derive d'une fibre d'adenovirus, contenir un complexe proteique 
adenoviral tel que decrit dans D1. De plus, le peptide, de par I'expression 
"comprend au moins" ne se limite pas aux sequences citees mais peut egalement 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR98/02344 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

contenir des sequences supplementaires. Dans ce contexte, il est a noter que les 
sequences introduites par I'expression "notamment" sont introduites a titre 
d'exemple indicatif et en aucun cas exhaustif, et ne peuvent done etre 
considerees comme limitant I'objet des revendications concernees. Done, au vu 
de D1 , le vecteur peptidique de transfection per se tel que defini dans les 
revendications 1-3 et 5-10 n'est pas nouveau. En revanche, D1 ne decrit pas de 
maniere specifique ('utilisation du vecteur de transfection comme medicament. 
Par consequent, les revendications 1-10 peuvent etre considerees comme 
nouvelles. 

En revanche, D1 mentionne I'utilisation dans une composition pharmaceuttque du 
vecteur de transfection qu'il decrit. D1 indique egalement les differentes formes 
d'application possible ainsi que les applications potentielles comme medicaments 
(page 8, ligne 15 a page 9, ligne 8). Par consequent, au vu de D1, I'homme du 
metier par la simple application de ses connaissances et sans la mise en d'oeuvre 
d'aucune activite inventive parviendrait a I'objet des revendications 1-3 et 5-10. 
Ces revendications ne sont done pas inventives. Les revendications 1-3 et 5-10 
ne remplissent done pas les conditions de I'Article 33(3) PCT. 

3. L'objet de la revendication 4 se difference de D1 en ce que le peptide de 

transfection revendique est associe a un polymere cationique selectionne parmi 
les amines polymeriques. La lysine etant un acide amine cationique, le peptide de 
transfection decrit dans D1 est associe a un polymere cationique. La liaison 
etablie entre le polycation (la polylysine) et le polyanion (la substance chimique, 
par exemple I'ADN) etant de type ionique, I'utilisation d'un autre type de polymere 
cationique connu, comme par exemple une amine polymerique, ne constitue 
qu'une alternative evidente. Par consequent, I'Homme du metier n'aurait besoin 
de mettre en oeuvre aucune activite inventive pour parvenir a I'objet de la 
revendication 4. Par consequent, la revendication 4 ne remplit pas les conditions 
de I'Article 33(3) PCT. 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

1 . Les revendications 1-10 ne sont pas fondees sur la description car la presente 
application ne contient qu'une vague declaration quant a I'utilisation comme 
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medicament du vecteur peptidique de transfection revendique (page 12, lignes 10 
et 1 1) et aucune caracteristique technique comme requis a I'Article 6 PCT (voir 
egalement Directives III-6.3 PCT). 

2. Les revendications 1 et 2 ne sont pas fondees sur la description. Leur objet est un 
vecteur de transfection pouvant contenir un segment de la proteine Vp3. La 
description ne contient aucune information sur cette proteine. De ce fait, les 
revendications 1 et 2 ne se fondent pas sur la description comme requis a I'Article 
6 PCT. 

3. L'expression "au moins" des revendications 1 , 2 et 10 est vague et non definie. 
Elle ne se refere a aucune caracteristique technique et peut etre sujette a 
interpretation. Par consequent, les revendications 1,2 et 10 ne remplissent pas les 
conditions de I'Article 6 PCT. 

4. Dans les revendications 1 ,2 et 1 0, la formulation "lequel peptide de transfection 
comprend..." ne defini pas clairement I'etendue de la protection recherchee. Par 
consequent, l'expression "comprend" devrait etre remplacee par "consiste en" 
(Art. 6 PCT). 

5. L'expression "derivant en tout ou en partie" des revendications 1 , 2, est vague et 
non definie. Elle ne se refere a aucune caracteristique technique et peut etre 
sujette a interpretation. En effet, un peptide peut deriver d'un autre peptide ou 
d'une proteine de telle maniere que le produit resultant soit completement 
different de par sa structure et ses fonctions du produit de depart (Art. 6 PCT). 

6. Les revendications 1 et 2 manquent de clarte du a l'expression "un segment de la 
proteine". Cette expression n'est pas adaptee pour definir I'etendue de la 
protection revendiquee, du fait que, sans indications supplementaires, ce concept 
est tenement vague et etendu qu'il englobe meme un unique acide amine (Art. 6 
PCT). 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 3) (OEB-avril 1997) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



17 

- Param6tres intervenant sur Tefficacite de la transfection par le 
peptide selon T invention : 

Les peptides selon 1' invention comprennent essentiellement 3 
domaines, le signal de localisation nucleaire, le domaine hydrophobe et le poly- 
5 m6re basiquer 

Pour etudier l'effet de la structure du peptide sur la transfection 
d'ADN, une s6rie de peptides dans lesquels les differentes parties du peptide I ont 
6t6 eliminees, dont les sequences sont illustrees au Tableau I ci-apr6s : 



TABLEAU I 


Peptide 


Sequences* 


,1 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-K 2 o 


IC 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-Kio 


IE 


AKRARLSTSEDES-K10 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID. NO:10 + SEQ ID NO:16-Kio 


ID 


LSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:16-K 20 


IA 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 
NO:16 


LII 


akr arlstsfnp vypyedes-k 
akrarlstsfnpvypyedes-k/ 

(pour chaque branche : SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ 
ID NO:7 + SEQ ID NO:16) 



10 * dans lesquelles Xo =* A. 



Les resultats obtenus avec ces differents peptides sont illustres au 
Tableau II ci-apr6s. 
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REVINDICATIONS 

1°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d' acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
5 actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance chimique, au rnoins 
un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'un adeno- 
virus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, 
Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FA VI (CELO) et FAV7, lequel 
peptide de transfection comprend au moins : 

10 - un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 

d' adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys-Arg- 
Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ ID 
NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 

15 (XoKRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo-Pro- 
Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles X 0 est nul ou repre- 
sente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la proteine Vp3 
du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 

20 acides, deriv6e d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe constitue 
par au moins 1'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 
(X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 

25 de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment Tune des 
sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser 
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(LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu- 
Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID NO:13), 
Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp (TQYAEETEENDD) (SEQ 
ID NO:14) ou Xs-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID NO:15) dans laquelle X3 repre- 
5 sente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 & 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment Tune des sequences 
suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) 
10 (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp 
(DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr- 
Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp- 
Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23) et 

- une sequence polymerique d' aminoacides basiques ou une 
15 sequence polymerique cationique ou un polyalcool, 
pour une utilisation comme medicament. 

2°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance chimique 
selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
20 actives, caracteris6 en ce qu'il contient outre ladite substance chimique, au moins 
un peptide de transfection derivant en tout ou en partie d'une fibre d'un adeno- 
virus selectionn^ dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, 
Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FA VI (CELO) et FAV7, lequel 
peptide de transfection comprend au moins : 
25 - un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 

d' adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys-Arg- 
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Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ ID 
NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg (Xo- 
KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), X 0 -Pro- 
Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou repre- 
5 sente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), ou un segment de la proteine Vp3 
du virus SV40 et notamment la sequence GPNKKKRKL (SEQ ID NO:24), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe constitue 
par au moins l'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 

10 (X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO: 7), Xi-Phe- Asp-Pro- Val-Tyr-Pro-Tyr-X 2 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment l'une des 

15 sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu-Ser-Thr-Ser 
(LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), Pro-Ser-Glu- 
Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) (SEQ ID NO:13), 
Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp (TQYAEETEENDD) (SEQ 
ID NO:14) ou Xa-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID NO:15) dans laquelle X3 repre- 

20 sente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 aminoacides, 
de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des aminoacides 
hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment l'une des sequences 
suivantes : Glu-Asp-GIu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Asp-Thr-Glu-Thr (DTET) 

25 (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp 
(DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) (SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr- 
Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp- 
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Thr-Phe-Ser (DTFS) (SEQ ID NO:23), lequel peptide de transfection est associe k 
une sequence polymerique d'aminoacides basiques, k un polym^re cationique ou 
k un polyalcool, 

pour une utilisation comme medicament. 
5 3°) Vecteur de transfection selon la revendication 1 ou la reven- 

dication 2, caracterise en ce que la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
comprend entre 10 et 50 residus d'aminoacides, selectionnes dans le groupe cons- 
titue par la lysine, l'arginine et rornithine. 

4°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
10 cations 1 & 3, caracterise en ce que la sequence polymerique cationique est selec- 
tionnee dans le groupe constitue par les amines polymeriques. 

5°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1^4, caracterise en ce que la sequence NLS est k l'extremite N-terminale 
du peptide de transfection et la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
15 est k Textremite C-terminale dudit peptide de transfection. 

6°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 & 5, caracterise en ce que lorsque la substance chimique est un acide 
nucleique, le rapport peptide de transfection/ acide nucleique est compris entre 
0,3:1 et 15:1, de manure preferee entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 
20 7°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendi- 

cations 1 & 6, caracterise en ce qu'il est associe a un ligand de ciblage. 

8°) Composition, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
constituee par un vecteur de transfection selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 k 7 et un vehicule convenable selectionne dans le groupe constitue par les 
25 sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et leurs derives, les anti- 
septiques et les polyols, pour une utilisation comme medicament. 
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9°) Procede de transfection in vitro de cellules eucaryotes avec 
une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue par des sequences 
d'acides nucl6iques, des prot&nes, des peptides et des substances chimiques 
pharmacologiquement actives, caract6rise en ce qu'il comprend la mise en 
5 contact et l'incubation d'un vecteur de transfection selon Tune quelconque des 
revendications 1 k 8, dans un tampon de dilution comprenant du NaCl 100-150 
mM avec des cellules eucaryotes pendant 15 k 120 minutes k temperature 
ambiante, le rapport substance chimique a transfecter sur peptide de transfection 
etant cornpris entre 0,3:1 et 15:1, de mani&re pr^feree entre 2:1 et 6:1, de prefe- 

10 rence entre 4:1 et 6:1. 

10°) Vecteur peptidique de transfection d'une substance 
chimique selectionnee dans le groupe constitu6 par des sequences d'acides 
nucleiques, des prolines, des peptides et des substances chimiques pharma- 
cologiquement actives, caract^rise en ce qu'il contient outre ladite substance 

15 chimique, au moins un peptide de transfection qui comprend : 

- un segment d'une sequence NLS constitue par la sequence ID 

NO:2, 

- un segment d'une sequence constitue par la sequence ID NO:10, 

- un segment d'une sequence constitue par la sequence ID NO:16, 

20 et 

- une polylysine, 

pour une utilisation comme medicament. 
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